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RESUMEN EN INGLÉS
All living organisms use numerous signal-transduction systems to sense
and respond to their environment and thereby survive and proliferate in a range
of biological niches. Molecular dissection of this signalling network has
increased the understanding on important processes as cell growth,
differentiation and cell death.
Fungi are excellent models to study environmental sensing because of
their simple, but eventually evolutionary conserved signal-transduction
pathways that are often equivalent to those present in multicellular eukaryotic
organisms. Among these signalling pathways present in fungi, the MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) pathways stand out for their relevant roles
in pathogenicity.
Ustilago maydis, a basidiomycete fungus responsible for corn smut is an
excellent model system to study the pathogenicity at a molecular level. In this
fungus, there is a well-characterised MAPK pathway involved in pheromone
response. However, little is know about the role of other MAPK pathways, such
as the cell wall integrity one. In Saccharomyces cerevisiae, the well-studied
Slt2/Mpk1 MAP kinase pathway has been shown to be monitor cell wall
integrity, promote cell wall remodelling under stress conditions and also play a
role in the coordination of polarized growth and cell cycle. Therefore, we seek
to characterise, if any, the cell wall integrity MAPK pathway in U. maydis.
We have identified homologues of the S. cerevisiae Slt2/Mpk1 MAP
kinase pathway in which Bck1, Mkk1 and Slt2 are the MAPKKK, MAPKK and
MAPK, respectively. We have studied the loss of function with null mutants of
these three kinases. All these null mutants were hypersensitive to cell wall
stresses such as calcofluor white, chlorpromazine and caffeine. Even though
they were able to infect maize. Moreover, we have studied the effect of a gain
of function with a constitutive activated allele of MAPKK, mkk1DDcrg1. Expression
of this mkk1DDcrg1 allele severely affects growth, resulting in chains of cell
compartments with one nucleus. These cell compartments became smaller and
smaller in each cell division suggesting an involvement of this pathway in the
regulation of the G2/M transition of the cell cycle.
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1. Justificación del trabajo
Todos los organismos vivos utilizan numerosos sistemas de transducción de
señales para detectar y responder a las variaciones del medio ambiente y poder
así sobrevivir y proliferar en una gran variedad de nichos biológicos. La
disección molecular de estas redes de señalización ha aumentado nuestra
comprensión de procesos tan importantes como el crecimiento, diferenciación y
muerte celular. Los hongos son excelentes modelos para el análisis de la
percepción y transmisión de señales ambientales debido a que representan
sistemas más simples de estudio. Por otra parte, las rutas de transducción de
señales se encuentran, evolutivamente conservadas y son a menudo
equivalentes a las presentes en organismos multicelulares. Ciertos estudios
sobre estas vías de señalización también han facilitado el desarrollo de terapias
que abordan las enfermedades infecciosas causadas por hongos patógenos de
importancia médica (Bahn et al., 2007). Entre las rutas de trasmisión de señales
presentes en hongos, las cascadas MAPK destacan por su papel relevante en
patogénesis (Lengeler et al., 2000; Xu, 2000).
Ustilago maydis es un hongo basidiomiceto fitopatógeno, responsable de la
enfermedad conocida como el carbón del maíz (Holliday, 1974). En los últimos
años se ha convertido en un modelo ideal para estudios de fitopatología a nivel
molecular debido a su fácil manejo en el laboratorio y a la existencia de un gran
número de técnicas y herramientas para su modificación genética (Bolker,
2001; Kamper, 2004; Martinez-Espinoza et al., 2002). Durante los últimos años
se han caracterizado exhaustivamente dos rutas de transducción de señales. La
ruta de AMPc/PKA que se activa en respuesta a cambios en las condiciones
nutricionales y una cascada MAPK que responde a feromona y a otros estímulos
ambientales como variaciones en el pH o disponibilidad de nutrientes (para una
completa revisión véase (Klosterman et al., 2007)).
Sin embargo, poco se sabe acerca del papel de otras rutas de transducción
de señales, como la de integridad celular, en Ustilago maydis. Puesto que el
proceso infectivo implica una remodelación de la pared celular debido al cambio
en la forma de crecimiento del patógeno y una interacción entre la superficie
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del patógeno y la de la planta, el estudio de esta ruta puede llevar a un mayor
entendimiento de la enfermedad así como al desarrollo de antifúngicos más
eficaces y al diseño de estrategias de biocontrol.
2. Ciclo de vida de Ustilago maydis
U. maydis tiene un ciclo de vida dimórfico (Fig.1a). En su fase haploide
crece como levadura dividiéndose por gemación y es saprofito (Fig.1c). Para
completar su ciclo sexual debe de pasar por su fase patógena, en la que crece
como un micelio dicarionte en el interior de la planta de maíz (Fig.1b). La
enfermedad produce un retraso en el crecimiento de las plantas y reduce el
rendimiento, dando lugar a graves pérdidas económicas (Martínez-Espinoza et
al., 2002).
La transición de la fase saprofita a la fase patógena se inicia con el
apareamiento de dos células haploides compatibles para los alelos de tipo
sexual. El reconocimiento celular tiene lugar mediante un sistema de feromona-
receptor y da lugar a la formación, en cada célula, de una estructura
denominada tubo de conjugación (Fig.1a). Los tubos de conjugación aparecen
de forma polar y crecen según un gradiente de feromona (Snetselaar et al.,
1996). Después de la fusión de los tubos de conjugación se genera un
filamento dicarionte denominado tubo infectivo, que contiene los dos núcleos
sin fusionar y el citoplasma de ambas células. El tubo infectivo crece
apicalmente sobre la superficie de la planta, sin que tenga lugar ninguna
división celular, hasta encontrar un lugar apropiado para la penetración (Fig1d).
En este momento forma una estructura denominada apresorio, a partir de la
cual se introduce en el tejido vegetal (Fig.1e). Durante la penetración, la
membrana plasmática del huésped se invagina alrededor de esta estructura
(Fig.1f) y se desarrolla una zona de interacción entre las membranas de la
planta y el hongo que se caracteriza por los depósitos resultantes de la
exocitosis del patógeno (Bauer, 1997). Aunque el micelio dicarionte atraviesa
las células vegetales, no hay una respuesta aparente de defensa de la planta y
el tejido vegetal se mantiene vivo hasta una vez avanzado el proceso de
infección (Fig.1i). El síntoma mas característico de la enfermedad es la
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presencia de grandes tumores provocados por una alteración en el crecimiento
de las células vegetales, inducida por el hongo. Dentro de los tumores, los
filamentos se fragmentan dando lugar a células aisladas, dentro de las cuales
tiene lugar la cariogamia (Snetselaar, 1992). Estas células diploides
denominadas teliosporas, se rodean de una gruesa pared pigmentada y son el
vehículo de dispersión (Fig.1h, g). La germinación de las teliosporas comienza
con la meiosis y la posterior formación de un basidio de cuatro células, de cada
una de las cuales se desarrolla una célula haploide, lista para iniciar un nuevo
ciclo (Banuett, 1995).
Figura 1. Ciclo de vida de Ustilago maydis. El crecimiento por gemación puede continuar
indefinidamente con la disponibilidad de nutrientes. Pero una vez recibida la señal de
apareamiento, se forman los tubos de conjugación, ocurre la plasmogamia y la célula dicarionte
resultante crece como filamento dejando secciones vacías por detrás hasta encontrar el lugar
apropiado para la penetración. La aparición de tumores, pocos días después de la infección, son
el síntoma característico de la enfermedad. Figura adaptada de (Kamper et al., 2006). Las
barras corresponden a 5µm.
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3. Ciclo celular en Ustilago maydis
En los organismos eucariotas el ciclo celular se divide en cuatro fases: G1,
S (síntesis de ADN), G2 y M (mitosis). En la fase G1 la célula percibe las señales
del medio que indicarán si las condiciones son o no las adecuadas para
comenzar una ronda de ciclo celular. En la fase G2 se producen los principales
puntos de control internos, de forma que las células controlan la correcta
duplicación del ADN y se preparan para la segregación de la información
genética (Smits y Medema, 2001).
Los primeros estudios del ciclo celular en U. maydis fueron abordados
desde el punto de vista morfológico (Steinberg y Fuchs, 2004; Steinberg et al.,
2001). U. maydis  produce una única gema por ciclo celular. A diferencia de lo
que ocurre en otras levaduras como S. cerevisiae, donde la formación de la
gema está acoplada a la entrada en la fase S, en U. maydis la gema no se
forma hasta que el ADN no se ha replicado completamente, siendo la aparición
de la gema un indicador de la terminación de la fase S. Durante la mayor parte
del crecimiento de la gema (fase G2) el núcleo se localiza en el centro de la
célula madre y justo antes de la mitosis migra a la célula hija, donde tiene lugar
la mitosis y posteriormente uno de los núcleo regresa a la célula madre
(Steinberg et al., 2001). En condiciones normales de crecimiento, la fase G1 es
corta y las células pasan el mayor tiempo en la fase G2 del ciclo celular,
caracterizada por concentrar el crecimiento polar (Snetselaar, 1997)(Fig. 2).
Figura 2. Relación entre morfología y ciclo celular en U. maydis. El crecimiento de la
gema ocurre durante la fase G2. Antes de la mitosis el núcleo migra hacia la gema. Se observan
haces de microtúbulos en todas las fases, salvo en M cuando se forma el huso mitótico. Los
microtúbulos se indican con líneas negras, el núcleo en celeste y en rojo los parches de actina.
Figura adaptada de (Perez-Martin et al., 2006)
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La progresión a través de las distintas fases del ciclo celular viene
determinada por la actividad quinasa de un complejo formado por una
subunidad catalítica Cdk y una subunidad reguladora, la ciclina. En U. maydis se
ha descrito una Cdk, la quinasa Cdk1 (Garcia-Muse et al., 2004) que es la
encargada de unirse a las distintas ciclinas, promoviendo el paso por las
distintas fases del ciclo celular. U. maydis presenta una ciclina de G1, Cln1 y
dos ciclinas de tipo B, Clb1 y Clb2. El complejo formado por  Cdk1/Cln1 esta
implicado en la regulación de la transición G1/S y el complejo formado por
Cdk1/Clb2 en la transición G2/M. Mientras que el complejo Cdk1/Clb1 está
involucrado en ambas transiciones del ciclo celular. La ciclina Cln1 está
implicada en la regulación de la duración de la fase G1, el tamaño y la
morfología celular (Castillo-Lluva y Perez-Martin, 2005). Por otro lado, Clb2 es
esencial para la transición G2/M determinando la longitud de la fase G2 y por lo
tanto el tamaño de la gema (Garcia-Muse et al., 2004).
Sobre los complejos Cdk/ciclina se ejercen variados mecanismos de
control. En U. maydis se ha descrito la presencia de un adaptador del complejo
APC (Anaphase-Promoting Complex), denominado Cru1 encargado de marcar la
ciclina Clb1 para su degradación. Esta regulación parece ser importante para
retrasar el paso G1/S y permitir alcanzar un tamaño suficiente para iniciar la
replicación del ADN y posteriormente entrar correctamente en mitosis (Castillo-
Lluva et al., 2004). También se ha descrito que la quinasa Wee1 está implicada
en la fosforilación inhibitoria del complejo Cdk1/Clb2 (Sgarlata y Perez-Martin,
2005b) y la fosfatasa Cdc25 es responsable de la reversión de este proceso
(Sgarlata y Perez-Martin, 2005a). El apagado de la expresión de wee1 provoca
una entrada rápida en mitosis asociada a una caída en los niveles de
fosforilación del residuo Y15 de Cdk1. Mientras que la sobrexpresión de wee1
provoca una parada del ciclo celular en G2. A su vez, la sobrexpresión de cdc25
provoca una entrada rápida en mitosis asociada a una caída de niveles de
fosforilación del residuo Y15 de Cdk1 y la represión de la expresión de cdc25
provoca una parada del ciclo celular en G2 caracterizada por células con gemas
alargadas. Recientemente se ha descrito un regulador negativo de Cdc25, una
proteína de la familia 14-3-3 a la que se denominó Bmh1 (Mielnichuk y Perez-
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Martin, 2008). Esta proteína se une a la fosfatasa Cdc25 y la localiza en el
citoplasma retrasando la progresión G2/M (Fig. 3).
Figura 3. Principales reguladores caracterizados del ciclo celular de U. maydis. El
complejo Cdk1/Clb1 interviene en las transiciones G1/S y G2/M, el complejo Cdk1/Cln1 en la
transición G1/S y el complejo Cdk1/Clb2 en el paso G2/M. Cru1 es un regulador de la ciclina Clb1 en
la fase G1. El complejo Cdk1/Clb2 es regulado por fosforilación inhibitoria. Bmh1 es un regulador
negativo de Cdc25.
4. Transducción de señales: Cascadas MAPK
La transducción de señal es el conjunto de procesos o etapas que ocurren
de forma concatenada por el que una célula convierte una determinada señal o
estímulo exterior, en otra señal o respuesta específica. La gran variedad de
señales fisicoquímicas a las que las células pueden responder haría pensar en
una amplia diversidad de mecanismos de transducción de señal. Sin embargo,
la evolución ha seleccionado y perfeccionado sólo una serie limitada de cadenas
de eventos que son capaces de generar una respuesta apropiada a cada
estímulo en diferentes tipos celulares.
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Las cascadas de proteínas quinasas activadas por mitógeno o MAPK
(Mitogen Activated Proteins Kinases), también denominadas quinasas reguladas
por señales extracelulares o ERK (Extracellular Signal Regulated Kinases) son
rutas de transducción de señales muy conservadas en organismos eucariotas
caracterizadas por un módulo de fosforilación integrado por tres quinasas que
actúan de manera secuencial. A la primera de estas proteínas se le denomina
MAPKKK (MAP quinasa-quinasa-quinasa), una vez activada fosforila a la MAPKK
(MAP quinasa-quinasa), la cual a su vez fosforila a la MAPK (MAP quinasa)
(Robinson y Cobb, 1997). Las proteínas MAPKKK tienen un dominio regulador
en la región amino terminal y un dominio proteína quinasa en la región
carboxilo terminal (Cairns et al., 1992), cuando éstas son activadas en
respuesta a una señal, fosforilan a la MAPKK en dos residuos (serina y treonina)
de un dominio conservado presente en su región amino terminal, esto produce
la activación de la MAPKK, que una vez activa fosforila a la MAPK en una
treonina y una tirosina separadas por un solo residuo (TXY). Estas
fosforilaciones producen un cambio conformacional que convierte a la proteína
en una quinasa activa (Errede et al., 1993; Gartner et al., 1992).
La señal que lleva a la activación de la MAPKKK, es percibida por una
variedad de receptores de membrana que trasladan la señal al primer efector
perteneciente al grupo de las proteínas G. Normalmente las cascadas MAPK
tienen como proteínas diana factores de transcripción que son finalmente, los
que generan una respuesta específica (Fig. 4). Aunque, también se han
identificado una variedad de proteínas diana que incluyen reguladores de la
traducción, proteínas del citoesqueleto, otras quinasas y fosfatasas que en su
conjunto permiten controlar procesos tan vitales como la proliferación,
diferenciación y muerte celular (Chang and Karin, 2001; Chen and Thorner,
2007). Otro aspecto fundamental es con frecuencia la utilización de
componentes comunes a dos vías de transmisión de señal. Sin embargo, la
utilización de elementos comunes no impide la especificidad de la respuesta.
Uno de los mecanismos que aseguran la linealidad de la activación son las
proteínas andamio. Estas proteínas no solo sirven de soporte para mantener
unidas las MAP quinasas integrantes del módulo de fosforilación, sino que
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regulan de varias formas la señalización (Dard y Peter, 2006; Pearson et al.,
2001).
Figura 4. Esquema de una cascada MAPK. Estas vías de señalización constan en todos los
casos de un modulo central MAPK (MAPKKK, MAPKK y MAPK). Un receptor se activa en
respuesta a una señal extracelular la cual lleva a la activación del modulo MAPK mediante la
activación de una proteína G. Finalmente la MAPK activa, fosforila varios sustratos entre ellos
los más comunes son factores de transcripción, resultando en una alteración del patrón de
expresión de la célula.
Las rutas MAPK se han caracterizado exhaustivamente en Saccharomyces
cerevisiae, un modelo de levadura no patógena. Se conocen cinco rutas MAPK
involucradas en distintos procesos que se activan respectivamente por
feromona sexual (ruta de apareamiento de la MAPK Fus3); por limitación de
nutrientes (ruta de crecimiento invasivo y formación de pseudohifas, controlada
por la MAPK Kss1); por alta osmolaridad (ruta de respuesta a estrés osmótico,
controlada por Hog1); por agresión a la pared celular (ruta de integridad
celular, controlada por Slt2) y por privación de nitrógeno y carbono, que activa
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el proceso meiótico y conduce a esporulación (controlada por Smk1) (Chen y
Thorner, 2007) (Fig. 5).
En Schizosaccharomyces pombe y en otros hongos filamentosos se han
caracterizado tres cascadas MAPK (Monge et al., 2006; Xu, 2000) que se
conocen como: la ruta de respuesta a estrés (controlada por Sty1, el ortólogo
de Hog1 de S. cerevisiae); la ruta de respuesta a feromona (controlada por
Spk1, ortólogo de Fus3) y la ruta de integridad celular (controlada por Pmk1,
ortólogo de Slt2) (Toda et al., 1996).
Figura 5. Diagrama de las rutas de señalización MAPK descritas en S. cerevisiae. Figura
adaptada de (Qi and Elion, 2005).
5. Ruta de integridad celular
En muchos hongos patógenos de plantas como U. maydis (Ubc3/Kpp2;
Mayorga y God, 1999; Muller et al., 1999), Magnaporthe grisea (Pmk1; Xu,
2000), Fusarium oxysporum (Fmk1; Di Pietro et al., 2001) y Claviceps purpurea
(Cpmk1; Mey et al., 2002), la llamada ruta de apareamiento y respuesta a
feromona (controlada por una MAP quinasa ortóloga de Fus3 de S. cerevisiae)
ha sido la mas estudiada en relación a la patogénesis.
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Sin embargo, otra ruta MAPK menos estudiada y que también se ha
relacionado con la virulencia tanto en patógenos animales como de plantas es
la ruta de integridad celular (Diez-Orejas et al., 1997; Xu et al., 1998; Mey et
al., 2002). Esta ruta es activada en respuesta a una gran variedad de estímulos
externos que provocan un estrés sobre la pared celular regulando la biogénesis
de la misma en períodos de crecimiento polarizado de las células (Levin, 2005).
Las proteínas integrantes del módulo MAPK son necesarias para el
crecimiento celular en condiciones de estrés térmico, ya que la señal se activa a
elevadas temperaturas (Kamada et al., 1995; Navarro-Garcia et al., 1995;
Zaitsevskaya-Carter y Cooper, 1997) y en general la pérdida de función de
cualquiera de los componentes de la cascada se asocia con la lisis celular a
altas temperaturas a menos que se crezcan con un osmoprotector como el
sorbitol.
Dada la dinámica de remodelación continua de la pared celular, se ha
sugerido que cualquier tratamiento o efecto que altere la estructura de la
misma es suficiente para activar la ruta de integridad celular. Agentes que
interfieren en la síntesis de pared como el Calcoflúor, Rojo congo y enzimas
líticas (zimoliasas) estimulan la ruta (de Nobel et al., 2000; Madrid et al., 2006).
Además de los agentes específicos que dañan la pared celular, la ruta de
integridad es capaz de activarse en respuesta a otras drogas como
clorpromazina o cafeína y en respuesta a un estrés osmótico u oxidativo (Barba
et al., 2008; Levin, 2005).
En U. maydis la transición a la fase patogénica comienza con la formación
de un tubo infectivo prolongado. Para mantener esta estructura la célula
necesita de la inducción de un fuerte crecimiento polar que se concentra en el
ápice del filamento. Por lo tanto, es allí donde se necesitan las enzimas
biosintéticas de la pared. De las ocho quitina sintasas descritas en U. maydis,
cuatro de ellas se localizan en las zonas de crecimiento y de éstas Chs6, Chs7 y
Mcs1 tienen un papel importante en virulencia (Weber et al., 2006). El
crecimiento sostenido conlleva una reestructuración rápida de la pared celular
que probablemente genere estrés de pared. Es en este contexto donde la ruta
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de integridad celular se presenta como una posible vía de señalización capaz de
activarse y colaborar en el mantenimiento de este proceso (Fig. 6).
Figura 6. Tubo infectivo. A. Diagrama representativo de la dinámica de la pared celular del
filamento dicarionte durante la etapa de exploración sobre la superficie de la planta. El tubo
infectivo crece apicalmente sin que tenga lugar ninguna división celular. Por lo cual el volumen
citoplasmático es una limitación al crecimiento. Para hacer frente a este problema y poder
abarcar grandes distancias U. maydis crece, dejando vacuolas vacías en el extremo basal. B.
Imagen microscópica de un tubo infectivo de U. maydis que muestra la señal proveniente de la
fusión quitina sintasa Mcs1 y la proteína con fluorescencia amarilla (YFP) concentrada en el
ápice del filamento. Barra corresponde 10µm (Weber et al., 2006).
Por otra parte, la pared celular en los hongos tiene una función protectora
y agresiva. Da protección porque confiere rigidez mecánica, soporte estructural
y actúa como una primera barrera en contacto con el ambiente. Pero al mismo
tiempo es agresiva porque es portadora de los componentes necesarios para la
invasión. Es quizás en la superficie celular y en las proteínas que la célula
secreta al exterior, donde radican las claves de la interacción planta-patógeno.
Dada la importancia biológica de esta estructura, una ruta involucrada en la
biogénesis de la pared podría ser relevante en el proceso de patogénesis en U.
maydis. Por lo cual, el propósito de nuestro trabajo fue caracterizar la ruta de
integridad celular en U. maydis.
Como mencionamos anteriormente donde mas se ha estudiado esta ruta es
en Saccharomyces cerevisiae. Por lo cual, la hemos utilizado como modelo de
Introducción
26
trabajo. En los párrafos siguientes describiremos los componentes y las
funciones principales de la ruta de integridad en esta levadura.
6. Ruta de integridad celular en Saccharomyces cerevisiae
6.1  Componentes
Esta ruta de señalización esta compuesta por una familia de receptores
de membrana acoplados a una proteína G monomérica Rho1, que activa a la
proteína quinasa C (Pkc1), que a su vez activa un módulo MAPK formado por
Bck1 (MAPKKK), Mkk1 y Mkk2 (dos MAPKK redundantes) y Slt2/Mpk1 (MAPK)
(Fig. 7).
Los receptores de membrana Wsc1-3, Mid2 y Mtl1, son proteínas
integradas en la membrana citoplasmática, poseen un dominio hidrofóbico en
su extremo N-terminal (péptido señal), seguido de un dominio cisteina, una
zona rica en serinas y treoninas, un dominio transmembrana y un extremo C-
terminal citoplasmático. El papel fundamental de estas proteínas es el de
detectar alteraciones en la cubierta externa de las células y transmitir la señal al
primer efector, la proteína Rho1.
Figura 7. Esquema de la
Ruta de Integridad Celular
en S. cerevisiae. La señal se
inic ia en la membrana
plasmática (MP) cuando los
receptores Wsc1-3, Mid1 y Mtl1
detectan cambios a nivel de la
envoltura celular y lo transmiten
a través de la proteína G Rho1,
que es activada principalmente
por la proteína GEF Rom2. Las
aportaciones relativas de cada
receptor se indica mediante el
grosor de las flechas. Rho1
activa la proteína quinasa Pkc1,
la cual transmite dicha señal a
un módulo MAPK constituido por
Bck1, Mkk1/2 y Slt2. Una vez
activa Slt2, induce la respuesta
transcripcional mediada por
Rlm1 y SBF. Figura adaptada de
Levin (2005).
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La GTPasa Rho1, como los restantes miembros de la superfamilia Ras
(Cabib et al., 1998) funciona como un interruptor molecular ciclando entre un
estado inactivo, en el que se encuentra unida a GDP, y un estado activo en el
que se halla unida a GTP. El intercambio GDP por GTP esta modulado por tres
tipos de proteínas reguladoras. Los factores de intercambio de nucleótidos
(GEFs), las proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) y las proteínas inhibidoras
de la disociación de nucleótidos de guanina (GDIs). Las GEFs catalizan la
liberación de GDP de la GTPasa y estabilizan transitoriamente la proteína G en
su estado libre de nucleótido. La unión de GTP a la proteínas G permite la
liberación de la GEF en su forma activa, la cual queda disponible para comenzar
una nueva ronda de activación. Las proteínas GAPs estimulan la actividad
GTPasa de las proteínas Rho, quienes en su forma inactiva unida a la forma
GDP puede interaccionar con inhibidores GDIs (Gulli y Peter, 2001; Schmidt et
al, 2002) La actividad de Rho1 esta mediada principalmente por una activación
local de las GEFs Rom1 y Rom2 y por una inactivación debido a la acción de las
proteínas GAPs (Sac7, Bem2, Bag7 y Lrg1). Se han identificado dos funciones
esenciales para Rho1. Una de ellas es su papel fundamental en el proceso de
síntesis de la pared celular a través de la activación de las dos subunidadades
catalíticas de la β-1,3 glucano sintasa, Fks1 y Fks2 (Drgonova et al., 1996;
Cabib et al., 1998). La otra función esencial de Rho1 es la activación de la
proteína quinasa Pkc1 (Kamada et al., 1995).
Rho1 y Pkc1, tienen un papel esencial en el progreso de la señal a través
de la ruta de integridad celular, pero igualmente participan en reacciones
colaterales y alcanzan una notable distribución en distintas localizaciones
celulares (Andrews y Stark, 2000; Denis y Cyert, 2005). La activación de Pkc1,
resultante de la generación del estímulo, determina la activación del módulo
MAPK.
La activación de Bck1 (MAPKKK) comienza una cadena de fosforilaciones
secuenciales que culmina con la fosforilación de la MAP quinasa Slt2, que
determina la respuesta celular propiamente dicha. Las dianas mejor
establecidas, como sustratos de fosforilación por parte de Slt2, son dos factores
de transcripción situados en el núcleo, Rlm1 y SBF (Swi4/Swi6) (Fig. 7). Por
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otra parte se han descrito posibles dianas citoplasmáticas de Slt2 sugiriendo
una multiplicidad de funciones de dicha proteína.
Slt2 se localiza predominantemente en el núcleo durante todas las fases
del ciclo celular, mientras que Mkk1 y Mkk2 están dispersas por todo el
citoplasma. Sin embargo, estas proteínas se acumulan en sitios de crecimiento
polarizado activo durante la aparición de la gema y en la zona apical de la
prolongación del shmoo en respuesta a feromona. Esta localización es
dependiente de la proteína Spa2 (van Drogen y Peter, 2002). Por otra parte, se
ha visto que Spa2 interacciona con Mkk1/2 y Slt2 en un estudio de doble
híbrido, lo que sugiere que Spa2 actúa como andamiaje para estas proteínas
quinasas (Sheu et al., 1998; van Drogen y Peter, 2002).
6.2  Dianas de acción de la MAP quinasa Slt2
6.2.1  Dianas nucleares
Una consecuencia de la estimulación de la ruta de integridad es la
activación del factor de transcripción Rlm1 (Dodou y Treisman, 1997; Watanabe
et al., 1995). Una búsqueda de genes regulados en respuesta a estrés de pared
celular reveló que Rlm1 regula la expresión de 25 genes, la mayoría de los
cuales codifica para proteínas relacionadas con la biogénesis de la pared celular
(Jung and Levin, 1999; Jung et al., 2002). El mutante Δrlm1 no es sensible a un
aumento de la temperatura y muestra sensibilidad a cafeína. (Levin, 2005).
El otro factor de transcripción propuesto como diana de la ruta de
integridad celular es el complejo SBF, cuya regulación dependiente de esta
cascada, no es del todo clara. SBF está formado por la subunidad reguladora
Swi6 y una proteína de unión a ADN Swi4 (Breeden, 2003). Este factor de
transcripción se activa en la transición G1/S regulando entre otros la expresión
de los genes propios de la fase G1 del ciclo celular (Moffat y Andrews, 2004).
Además de esta función, existen evidencias genéticas y bioquímicas que
sugieren la implicación de Slt2 en la regulación de SBF en respuesta a un estrés
de pared celular. Se ha observado que la lisis celular dependiente de la
temperatura elevada en el mutante Δslt2 es suprimida por la sobreexpresión de
Swi4 pero no de Swi6 (Igual et al., 1996; Madden et al., 1997). Otra evidencia
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que relaciona a SBF con la biogénesis de la pared celular es que tanto el
mutante nulo ΔSwi4 como el mutante ΔSwi6 muestran una hipersensibilidad al
calcoflúor (Igual et al., 1996). Por otra parte, Swi6 es fosforilado in vitro por
Slt2 e in vivo por un estrés en la pared celular (Madden et al., 1997). Además,
Slt2 se asocia con SBF in vivo a juzgar por los experimentos de
coinmunoprecipitación. Sin embargo, Slt2 interacciona únicamente con Swi4 (y
no con Swi6) in vitro. Esta y otras observaciones llevaron a proponer un modelo
donde el dímero Swi4/Slt2 podría regular la expresión de ciertos genes
relacionados con la biogénesis de la pared en ausencia de Swi6 (Beatz et al.,
2001). Recientemente se ha sugerido que la activación de la ruta de integridad
celular dirige la expresión de Fks2 (subunidad de la glucano sintasa) a través de
SBF por un mecanismo no catalítico. Es decir, aunque Slt2 deba de estar
fosforilada para promover la transcripción, su actividad quinasa es dispensable
(Kim et al., 2008).
6.2.2  Dianas citoplasmáticas
Entre las dianas citoplasmáticas de Slt2, encontramos el sistema de alta
afinidad de captura de Ca2+ en la membrana plasmática compuesto por dos
subunidades, Cch1 y Mid1. La activación del canal Cch1-Mid1 conduce a la
acumulación de Ca2+ intracelular y a la activación de la calcineurina (Locke et
al., 2000). Se ha observado que Slt2 activa Cch1 y Mid1 en respuesta a un
estrés en la pared celular (Alberts et al., 1998). Además, la cascada Slt2-MAPK
es necesaria para activar los canales Cch1-Mid1 en respuesta al estrés en el
retículo endoplasmático (Bonilla y Cunningham, 2003).
Slt2 fosforila a Msg5 en respuesta a la activación de la ruta de integridad
celular (Flandez et al., 2004). Msg5 es una fosfatasa específica de MAPKs, que
se encarga de quitar los fosfatos de los residuos treonina y tirosina del motivo
TXY. Flandez et al (2004), han demostrado que Msg5 se une a Slt2 fosforilada y
la inactiva, recíprocamente Slt2 fosforila Msg5 como consecuencia de su
activación y esta fosforilación disminuye la afinidad de la interacción entre
ambas proteínas.
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Estudios recientes proponen a las propias MAPKKs (Mkk1/Mkk2) de la ruta
de integridad celular como dianas de Slt2 (la MAPK), sugiriendo la existencia de
un complejo mecanismo de regulación por retroalimentación a este nivel
(Jimenez-Sanchez et al., 2007).
6.2.3  Efecto sobre el ciclo celular
Las primeras evidencias de la relación del ciclo celular y la ruta de
integridad viene de la observación de que el doble mutante slt2 cdc28, presenta
defectos aditivos sobre el crecimiento celular con respecto a los mutantes
simples (Mazzoni et al., 1993). En este trabajo los autores concluyen que la
función de Slt2 es aguas abajo o en paralelo al proceso de emergencia de la
gema dirigido por Cdc28.
Un trabajo posterior reveló que existía una activación periódica de la ruta
de integridad dependiente del ciclo celular, con un pico de actividad que
coincide con la aparición de la gema, donde el crecimiento polar es máximo
(Zarzov et al., 1996). También existe activación de la ruta asociada al
crecimiento polar durante el proceso de apareamiento . Esta activación de la
ruta en relación al ciclo celular tiene sentido desde la perspectiva de la
necesidad de remodelación de la pared durante las distintas fases del ciclo. Así,
durante la formación de la gema (fase G1/S) el crecimiento polarizado genera
estrés de la pared en el punto donde se concentra y es en este momento donde
las células son mas vulnerables a la lisis. Por el contrario, durante la fases G2 y
M el crecimiento celular pasa a ser isotrópico. Y efectivamente la pérdida de
función de pkc1 a temperaturas restrictivas, detiene el crecimiento de las
células con gemas pequeñas y no en otras fases del ciclo celular (Levin, 2005).
Por otra parte, una perturbación del citoesqueleto de actina como
consecuencia de un cambio en la temperatura o bien por la acción de agentes
químicos como latrunculina (un inhibidor de la polimerización de actina)
provocan la activación de la ruta de integridad celular (Harrison et al., 2001). El
mecanismo molecular de esta activación no se conoce, pero esta implicado en
un “punto de control” (checkpoint), que produce una parada del ciclo celular en
G2 hasta que la polaridad de la actina se restablece. Harrison et al., (2001)
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sugieren que Slt2 es necesario para desencadenar la parada en G2 durante este
checkpoint, mediante la inhibición de la fosfatasa Mih1 (homólogo a Cdc25 en
S. cerevisiae). Mih1 es la fosfatasa encargada de revertir la fosforilación
inhibitoria mantenida por Swe1. Con la perdida de función de Mih1, la acción de
Swe1 es suficiente para mantener inhibido el complejo Cdc28/Clb, previniendo
la entrada en mitosis hasta resuelto el problema. Sin embargo, el mecanismo
por el cual Slt2 bloquea la acción de Mih1 se desconoce. Además, en este
mismo trabajo proponen que tanto Rlm1 como Swi4 o ambos, son dispensables
para la inducción de la parada en G2.
Todas estas observaciones sugieren una relación entre la ruta de
integridad celular y la maquinaria del ciclo celular, aunque hasta el momento
dicha conexión no se conoce en detalle.
La regulación del ciclo celular es una de las respuestas de adaptación más
importantes para la supervivencia celular frente a un estrés. Mecanismos
similares de control, donde las células enfrentadas a estrés inducen mediante la
activación de una cascada MAPK una parada del ciclo celular, son comunes
tanto en levaduras como en mamíferos. Así, un choque hiperosmótico produce
una activación de Hog1 y una parada transitoria del ciclo celular tanto en fase
G1 como en G2. Al parecer la respuesta celular es más eficiente y segura de
ejecutar cuando la célula no esta en una fase vulnerable como lo es la
replicación (fase S) ó en mitosis. El control sobre la progresión del ciclo celular
se consigue a través de la modulación de varios elementos, siguiendo distintas
estrategias: estabilización de inhibidores, control transcripcional sobre las
ciclinas y cambios en la localización de proteínas claves (Clotet y Posas, 2007;
Chen y Thorner, 2007). En mamíferos la MAP quinasa activada por estrés, p38
se activa en respuesta a un estrés osmótico y modula la progresión del ciclo
celular. Aunque, falten elucidar varios aspectos de la regulación, básicamente
se propone, la modulación de la expresión de las ciclinas y la acción sobre
reguladores de ciclo celular como mecanismos de control. Lo que advierte sobre
la conservación de los mecanismos (Zapater et al., 2005).
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Con los antecedentes comentados en la sección anterior nos planteamos
los siguientes objetivos en este trabajo:
1. Caracterizar la ruta de integridad celular en Ustilago maydis utilizando
como modelo de partida la ruta de S. cerevisiae que es donde mejor se
conoce.
2  Estudiar la posible relación entre la ruta de integridad celular y el
proceso de patogénesis en Ustilago maydis.
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1. Estirpes y plásmidos
El presente trabajo se desarrolló utilizando distintas estirpes de Ustilago
maydis cuyas características genéticas mas relevantes, así como su
procedencia, se recogen en la tabla 1. Para la construcción de plásmidos
recombinantes se usó la estirpe DH5α de Escherichia coli (Tabla 2).
Tabla 1. Características genéticas de las estirpes de U. maydis
Estirpes Genotipo Origen Referencia
FB1 a1b1 521x518 Banuett y Herskowitz, 1989
FB2 a2b2 521x518 Banuett y Herskowitz, 1989
SG200 a1 mfa2 bE1bW2 FB1 Bölker et al., 1995
UMA1 a1b1 Δbck1 FB1 Este trabajo
UMA2 a1b1 Δmkk1 FB1 Este trabajo
UMA2.2 a2b2 Δmkk1 FB2 Este trabajo
UMA3 a1b1 Δslt2 FB1 Este trabajo
UMA4 a1b1Δbck1 Δmkk1 UMA1 Este trabajo
UMA5 a1b1 Δbck1 Δslt2 UMA1 Este trabajo
UMA6 a1b1 Δmkk1 Δslt2 UMA2 Este trabajo
UMA8 a1b1 Δbck1 Δmkk1 Δslt2 UMA1 Este trabajo
UMA44 a1b1 Δslt2 pHA-slt2 UMA3 Este trabajo
UMA44.2 a1b1 Δbck1 pHA-slt2 UMA1 Este trabajo
UMA44.3 a1b1 Δmkk1 pHA-slt2 UMA2 Este trabajo
UMA59 a1b1 Δslt2 pHA-slt2AEF UMA3 Este trabajo
UMA60 a1b1 Δslt2 pHA-slt2KD UMA3 Este trabajo
UMA7 a1b1 Pcrg1:mkk1
DD FB1 Este trabajo
UMA12 a1b1 Pcrg1:mkk1 FB1 Este trabajo
UMA57 a1b1 Δbck1 Pcrg1:mkk1
DD UMA1 Este trabajo
UMA9 a1b1 Δmkk1 Pcrg1:mkk1
DD UMA2 Este trabajo
UMA13 a1b1 Δslt2 Pcrg1:mkk1
DD UMA3 Este trabajo
UMA20 a1b1 mkk1DDcrg1 FB1 Este trabajo
UMA42 a1b1Δslt2 mkk1DDcrg1 UMA20 Este trabajo
UMA43 a1b1Δslt2 mkk1DDcrg1 pHA-slt2 UMA42 Este trabajo
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Estirpes Genotipo Origen Referencia
UMA64 a1b1Δslt2 mkk1DDcrg1 pHA-slt2AEF UMA42 Este trabajo
UMA65 a1b1Δslt2 mkk1DDcrg1 pHA-slt2KD UMA42 Este trabajo
UMA54 a1b1 mkk1DDcrg1 Pcrg1:NLS-GFP UMA20 Este trabajo
UMA55 a1b1 Δrlm1 FB1 Este trabajo
UMA77 a1b1 Δrlm1 Pcrg1:mkk1
DD UMA7 Este trabajo
UMA16 a1b1 Δrcl1 FB1 Este trabajo
UMA17 a1b1 Δrcl2 FB1 Este trabajo
UMA18 a1b1 Δrcl1 Pcrg1:mkk1
DD UMA16 Este trabajo
UMA82 a1b1 mkk1DDcrg1 cdc25-3GFP UMA20 Este trabajo
MUM72 a1b1 cdc25-3GFP FB1 Mielnichuk y Pérez-Martín, 2008
UMC48 a1b1 Pcrg1:wee1-myc FB1 Sgarlata y Pérez-Martín, 2005b
UMA79 a1b1 mkk1DDcrg1 Pcrg1:wee1-myc UMA20 Este trabajo
UMC27 a1b1 cdc25nar1 FB1 Sgarlata yPérez -Martín, 2005a
UMA56 a1b1 cdc25nar1 Pcrg1:mkk1
DD UMC27 Este trabajo
UMA25 a1b1 Δspa2 FB1 Este trabajo
UMA36 a1b1 spa2-GFP FB1 Este trabajo
UMA30 a1b1 Δslt2 pGFP-slt2 UMA3 Este trabajo
UMA49 a1b1 mkk1-GFP FB1 Este trabajo
UMA67 a1b1 Pcrg1:T7rho2
QL FB1 Este trabajo
UMA68 a1b1 Pcrg1:T7rho3
QL FB1 Este trabajo
UMA69 a1b1 Pcrg1:T7rho4
QL FB1 Este trabajo
UMA76 a1b1 Pcrg1:T7rho1
QL FB1 Este trabajo
UMA74 a1b1 T7-rho2nar FB1 Este trabajo
UMA75 a1b1 T7-rho4nar FB1 Este trabajo
UMA80 a1b1 T7-rho1nar FB1 Este trabajo
SONU133 a1b1 Δpkc1 FB1 Colección laboratorio
UMA81 a1 mfa2 bE1bW2 Δmkk1 SG200 Este trabajo
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Tabla 2. Plásmidos
Vectores utilizados Procedencia
pUMa260 Brachmann et al., 2004
pUMa261 Brachmann et al., 2004
pUMa262 Brachmann et al., 2004
pPRU11 Brachmann et al., 2001
pRU11-Hyg Colección del laboratorio
pRU11-T7 Colección del laboratorio
pRU2-T7 Colección del laboratorio
pGem-HA (Craven et al., 1998)
pGem-GFP (Craven et al., 1998)
pMFS-3n Colección del laboratorio
pRU11-Wee1-myc Sgarlata y Pérez-Martín, 2005b
pGEMT easy vector PROMEGA
pUMa-Slt2 Este trabajo
pUMa-HASlt2 Este trabajo
pRU11-Mkk1 Este trabajo
pRU11-Mkk1DD Este trabajo
pRU11Hyg-Mkk1DDcrg1 Este trabajo
pRU11-T7Rho1QL Este trabajo
pRU11-T7Rho1 Este trabajo
2. Medios y condiciones de cultivo
2.1  Medios y condiciones generales
Las estirpes de U. maydis se cultivaron en medios ricos, definidos o
pobres según las características de crecimiento de la estirpe y del experimento.
Como medio de cultivo rico y definido se utilizaron las recetas descritas por
Holliday (1974) y Kaiser et al. (1994). Los medios mínimos o pobres, que
podían contener nitrato (MMNO3) o amonio (MMNH4) como fuente de
nitrógeno, se prepararon siguiendo la receta descrita por Alfa et al. (1993). En
todos los casos se utilizó glucosa (D) o arabinosa (A) como fuente de carbono
al 1%. En medio líquido, las estirpes de U. maydis fueron crecidas a 28ºC en
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agitación a 250 r.p.m. y en buenas condiciones de aireación (el volumen
ocupado no era más de 1/5 del volumen total del recipiente utilizado). Las
placas con medio sólido se incubaron en una estufa a 28ºC.
Para el cultivo de E. coli se utilizó la receta de Luria-Bertoni (Sambrook et
al., 1989). De forma rutinaria las cepas se cultivaron a 37ºC y se utilizó
ampicilina a una concentración de 100 µg/ml.
Todos los medios de cultivo utilizados en este trabajo se prepararon con
agua Milli-Rho.
2.2  Medios y soluciones para el crecimiento de U. maydis
YEP (Medio rico)_ 1% extracto de levadura (Difco), 2% bactopeptona
(Difco). YPD: fuente de carbono glucosa. YPA: fuente de carbono arabinosa
CM (Medio definido)_ 0,25% casaminoácidos (Difco), 0,1% extracto de
levadura (Difco), solución de vitaminas y sales (Holliday, 1974), 0,15%
NH4NO3, pH 7,0 y 1% fuente de carbono.
CMD: fuente de carbono glucosa. CMA: fuente de carbono arabinosa.
MM (Medio mínimo)_ 0,3% KNO3, 6,25% solución de sales (Holliday,
1974), pH 7,0 y 1% fuente carbono.
Agar de regeneración_ 1% extracto de levadura, 2% bactopeptona
(Difco), 18,22% sorbitol (Sigma, S-1876), 1,5% agar y 1% fuente de carbono.
Solución de sales_ 16%o KH2PO4, 4%o Na2SO4, 8%o KCl, 4,08%o
MgSO4.7H2O, 1,32%o CaCl2 2H2O y 8%o Elementos traza.
Elementos traza_ 0,06%o ácido bórico, 0,14%o MnCl·4H20, 0,4%o
ZnCl2, 0,4%o Na2Mo04·2H20, 0,1%o FeCl3·6H20 y 0,04%o CuSO4·5H20.
Solución de vitaminas_ 0,1%o Tiamina, 0,05%o Riboflavina, 0,05%o
Piridoxina, 0,2%o Ácido Ca-Pantoteico, 0,05%o Ácido aminobenzoico, 0,2%o
Ácido nicotínico, 0,2%o Cloruro de colina y 0,1%o mio-inositol (Sigma).
2.3  Regeneración y selección de transformantes
Para regenerar protoplastos se utilizó agar de regeneración (Schulz et al.,
1990) con sacarosa como fuente de carbono salvo en el caso de genes
esenciales bajo la regulación del promotor Pcrg1, donde se utilizó arabinosa
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como fuente de carbono. Para la selección de los transformantes se utilizaron
los siguientes antibióticos: carboxina, 2 µg/ml; higromicina, 200 µg/ml o
nourseotricina 150 µg/ml. En las placas de regeneración se utilizaron al doble
de concentración.
2.4  Ensayos de apareamiento y formación de filamentos
Para los ensayos de apareamiento se utilizaron placas de PD-charcoal
(Holliday, 1974) puesto que sobre este medio las estirpes compatibles o
solopatogénicas pueden realizar los procesos de apareamiento y de formación
de filamentos que ocurren sobre la superficie vegetal. Para realizar el ensayo se
crecieron las estirpes hasta una D.O.600nm de 0,5, se lavaron tres veces con
agua destilada estéril, se mezclaron y se sembraron con sus controles
correspondientes. Las placas se sellaron con parafilm y se incubaron a
temperatura ambiente de 24 a 48 horas.
2.5  Diluciones seriadas
Las diluciones se realizaron en medio sólido . Se tomó 1 ml de cultivo a
D.O.600nm 0,8-1, crecidas en YPD y se hicieron 4 diluciones seriadas en H2O ó
medio (1/10). Finalmente se sembraron 2 µl de cada dilución en las placas de
YPD, YPA, YPD con la adición de: 50µM calcoflúor (CFW), 15µg/ml rojo congo
(RC), 0,005% SDS, 50µM clorpromazine (CPZ), 1,5mM cafeína, 1M KCl, 0,2M
CaCl2, 1M sorbitol y 3M H2O2.
2.6  Promotores regulables y constitutivos en U. maydis
Para los experimentos de expresión regulada se utilizaron los promotores
Pcrg1 inducible con arabinosa y reprimible con glucosa (Bottin et al., 1996), y
Pnar1 inducible con nitrato y reprimible con amonio o medio CM o YEP
(Brachmann et al., 2001). Para los experimentos de inducción,  se crecieron
células en medio represor hasta una D.O.600nm de 0,8-1, se lavaron con agua
destilada estéril tres veces y luego se transfirieron a medio inductor ajustando
la D.O.600nm a 0,2. Para los experimentos de represión, se crecieron células en
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medio inductor y luego se transfirieron al medio represor. El tiempo de
inducción / represión se detalla en cada experimento.
3. Metodologías genéticas
3.1  Construcción de plásmidos recombinantes
La extracción de ADN plasmídico procedente de E. coli, la digestión de
ADN mediante el uso de enzimas endonucleasas, el tratamiento con fosfatasa
alcalina, los análisis electroforéticos, la purificación de fragmentos de ADN y la
ligación de fragmentos para la construcción de plásmidos recombinantes se
realizaron según los métodos descritos por Ausubel et al. (1997). Las células
competentes de E. coli se transformaron con plásmidos purificados o mezclas
de ligación mediante el método de choque térmico descrito por Hanahan
(1983).
3.2  Reacciones de amplificación
La reacción de amplificación con la ADN polimerasa termosensible se
realizó en un termociclador. Las reacciones contenían 500nM de cada
oligonucleótido, 10 ng de ADN molde, 200 µM de cada dNTP y 1 unidad activa
de polimerasa en 50 µl de solución tamponada. El tiempo de elongación se
ajustó según la longitud del fragmento a amplificar y la temperatura de anillado
en función de los oligonuceótidos utilizados. Para amplificaciones de alta
fidelidad se utilizaron las polimerasas Pwo (Roche) o Expand Long Template
(Roche), mientras que para el resto de las amplificaciones se usó la polimerasa
Taq.
3.3  Extracción de ADN genómico de U. maydis
La extracción de ADN genómico de U. maydis se realizó según el
protocolo de Hoffman y Winston (1987). Según este protocolo, las células se
lisaron por ruptura mecánica con tampón de lisis (10 mM tris-HCl pH 8, 1 mM
EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS, 2% Triton) y el ADN se extrajo con una solución
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de fenol:cloroformo. Finalmente el ADN se resuspendió en 50-100 µl de tampón
TE  (10 mM Tris-base, 1 mM Na2-EDTA·H2O) con 50 mg/ml RNAsa.
3.4  Transformación de U. maydis
La transformación de las estirpes de U. maydis se realizó según el
protocolo descrito por Schulz et al. (1990). En resumen, se utilizaron
protoplastos obtenidos por método enzimático basado en el uso del complejo
Novozym328. Las células se incubaron con el complejo enzimático en una
solución de SCS (1 M sorbitol, 20 mM citrato de sodio pH 5,8, H2O Milli-Q) hasta
que se volvieron esféricas, se lavaron, se alicuotaron en STC (1 M sorbitol, 10
mM Tris-HCl pH 7,5, 100 mM CaCl2, H20 Milli-Q) y se guardaron a -80ºC hasta
su utilización.
La transformación se realizó en hielo incubando los protoplastos primero
con una mezcla de heparina y ADN linealizado, y a continuación con una
solución STC/40% PEG 3350. Finalmente se sembraron en placas de
regeneración. Estas placas se prepararon en dos capas, la primera capa fue
preparada con antibiótico 2X y la segunda capa fue preparada sin antibiótico,
para asegurar la difusión paulatina del antibiótico. Las placas se incubaron a
28ºC.
4. Metodologías para el tratamiento de proteínas
4.1  Extracción de proteínas de U. maydis
La extracción de proteínas de U. maydis se realizó por ruptura mecánica
de las células con tampón de lisis (125mM Tris-ClH pH 6,8, 1% β -
mercaptoetanol, 4% SDS, 0,005% azul de bromofenol, 20% glicerol, 5mM
EDTA pH 8, 1mM PMSF y 1/10ml pastilla de cocktel de inhibidor de proteasas y
1/10ml pastilla de cocktel de inhibidor de fosfatasas Roche). Los lisados se
incubaron durante 5 minutos a 100ºC y se colocaron en hielo para su utilización
inmediata o bien se congelaron a -80ºC para un uso posterior.
Para realizar las inmunoprecipitaciones, las células se pre-trataron con el
complejo Novozym328 para degradar la pared celular (ver Transformación de
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U. maydis). Luego se realizó una ruptura mecánica suave con el tampón de lisis
BF (50mM Tris-HCl pH 7,5, 250mM NaCl, 0,1% Tritón X100, 50mM NaF, 1mM
β-glicerolfosfato, 1mM EGTA, 12,5mM pirofosfato de sodio, 0,1mM NaVO3, 5mM
EDTA pH 8, 1mM PMSF y 1/10ml pastilla de cocktel de inhibidor de proteasas y
1/10ml pastilla de cocktel de inhibidor de fosfatasas Roche). Los lisados se
trataron como se describe más adelante para su uso inmediato o se congelaron
a -80ºC para su utilización posterior.
4.2  Inmunoprecipitación
Para realizar las inmunoprecipitaciones se utilizó el sistema comercial
Dynabeads® (Invitrogen) según las recomendaciones del fabricante. En
resumen, el extracto proteico se incubó con tampón BF durante 1 hora, luego
se agregó un volumen de bolitas magnéticas (resina con Proteína G unida a
bolitas magnéticas) y finalmente se incubó 2 horas en agitación suave a 4ºC. A
continuación se realizaron 3 lavados con tampón BF y se resuspendió en el
tampón de lisis descrito anteriormente. Los lisados se incubaron durante 5
minutos a 100ºC y  se colocaron en hielo para su utilización inmediata o bien se
congelaron a -80ºC para un uso posterior.
4.3  Ensayo quinasa
Para el ensayo quinasa los lisados se obtuvieron según el protocolo
descrito anteriormente. Las proteínas fusionadas al epítopo HA se
inmunoprecipitaron por adición del anticuerpo α-[HA] utilizando el sistema
comercial Dynabeads® (Invitrogen). Las muestras se lavaron 4 veces con
tampón BF y una última vez con el tampón quinasa BK (20mM HEPES pH 7,4,
15mM Cl2Mg, 5mM EGTA, 1mM DTT) y se resuspendieron en 20µl de tampón
quinasa (KB) conteniendo 50mM β-glicerofosfato, 0,5mM Monovanadato sódico,
50µM ATP, 0,5mg/ml MBP (Myelin Basic Protein), 160 µCi/ml γ-3P ATP, y se
incubaron durante 20 minutos a 28ºC. La reacción de detuvo por adición de
20µl de tampón de lisis. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos y se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 15%. El gel
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seco se expuso en una pantalla (Storage Phosphor Screen, Amersham-
Pharmacia Biotech) y se reveló en un detector adecuado (Molecular image®,
Bio-Rad).
4.4  Western blot
Los extractos proteicos se separaron en geles de poliacrilamida del 8 al
10% (Laemmli, 1970) a voltaje constante con Tris-ClH/glicina/SDS (50mM,
400mM, 0,02% respectivamente) como tampón de carrera. El gel se
electrotransfirió a una membrana Immobilon-P (Millipore) utilizando el sistema
Mini Trans-blot® Cell (Bio-Rad). La transferencia se realizó en un tampón
adecuado (48 mM Tris-ClH pH 7,5, 39mM glicina, 0,0375% SDS, 20% metanol)
a amperaje constante (0,15 Å por gel) durante 30-45 minutos según el tamaño
de la proteína. El bloqueo y los lavados de la membrana se realizaron según el
anticuerpo siguiendo la recomendación de la casa comercial. En este estudio se
utilizaron los siguientes anticuerpos: α-[MYC-peroxidasa] (1:10.000, Roche),  α-
[PSTAIRE] (1:5.000, Santa Cruz), α-[HA-peroxidasa] (1:5.000, Roche), α-[T7-
peroxidasa] (1:10.000, Novagen), α-[MYC ] (1:10.000, Roche), α-[HA]
(1:10.000, Roche) α-fosfo p44/p42 Map Kinasa (1:1000, Cell Signaling), α-fosfo
cdc2 (tyr15) (1:10.000, Cell Signaling), anticuerpo anti-conejo conjugado con
peroxidasa (1:10.000, Roche) y anticuerpo anti-ratón conjugado con peroxidasa
(1:10.000, Roche). Para revelar las membranas se utilizó el sistema de
quimioluminiscencia Western Lighthing Chemiluminiscence Reagent Plus,
(Perkin Elmer) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para reutilizar las membranas se limpiaron con un solución 0,1 M glicina,
1% SDS, 0,05% NP-40, pH 2,5 durante 30 minutos a temperatura ambiente
con agitación suave. Luego se realizaron 3 lavados para quitar el exceso de la
solución y se siguió el protocolo desde el bloqueo de la membrana.
5. Microscopía
A continuación se detallan las metodologías utilizadas para la observación
de núcleos, septos, microtúbulos y filamentos infectivos. Las muestras se
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observaron en microscopio Nikon Eclipse 90i. Las imágenes obtenidas fueron
tratadas con los programas Metamorph y Adobe Photoshop.
5.1  Tinción de núcleos
Para la observación de los núcleos se utilizó una solución de DAPI (4´,
6´- diamidino2- fenilindol) preparada en PBS (0,043 M NaPO34, 0,014 M KPO34,
0,137 M NaCl, 0,27 mM KCl). Las muestras se prepararon tomando un pequeño
volumen de cultivo que se secó a temperatura ambiente sobre un portaobjetos.
Luego se añadió la solución con DAPI a una concentración final de 1µg /ml y se
colocó el cubreobjetos para la observación al microscopio.
5.2  Tinción de septos
Para la observación de los septos se utilizaron dos tinciones distintas. Una
tinción con WGA-FITC (aglutinina de germen de trigo asociada a fluorocromo)
preparado en PBS (0,043 M NaPO34, 0,014 M KPO34, 0,137 M NaCl, 0,27 mM
KCl) o una tinción con calcoflúor preparado en DMSO (dimetil- sulfóxido). Para
la tinción con WGA-FITC, que permitía realizar doble tinción con DAPI, las
células se lavaron con PBS y luego se resuspendieron en WGA-FITC a una
concentración final de 8µg/ml. A continuación se incubaron 15 minutos con
agitación suave en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente las células se
volvieron a lavar con PBS y se montaron sobre el portaobjetos. Para la tinción
con calcoflúor se mezcló sobre el portaobjetos el cultivo con calcoflúor a una
concentración final de 0,2 mg/ml. Luego se eliminó el exceso del compuesto.
5.3  Tinción de apresorios
Se infectaron las plantas y se recogieron a las 16 horas de la inoculación.
Se diseccionó la planta para la obtención de las hojas más internas (más
jóvenes). Se colocaron en una solución de calcoflúor de 10mg/ml durante 1
minuto. Se lavaron dos veces en agua durante dos minutos. Luego se
depositaron en un portaobjetos provisto de un papel adhesivo para la fijación
de la hoja y se observó al microscopio.
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5.4  Tinción de filamentos dentro de la planta
Para poder observar los filamentos infectivos en el tejido de la planta, al
cabo de 3 días luego de la inoculación se recogieron hojas que tuvieran orificios
de la inyección y se incubaron durante 24 horas en etanol 100% para la
eliminación de los pigmentos. Se lavó una vez con agua y se trató durante 3-4
horas a 90ºC con una solución al 10% de KOH. Posteriormente, se lavó con
agua y se incubó en CBE (0,03% Clorazol Black E en una solución de agua,
ácido láctico y glicerol a razón 1:1:1). Se destiñeron las hojas con glicerol al
50% para su observación en el microscopio.
5.5  Determinación del Ratio N/C
La razón entre la intensidad nuclear y citoplasmática de la proteína
Cdc25-3GFP se calculó como describe Dunaway et al., (2005). Brevemente, la
intensidad de la señal proveniente del núcleo y del citoplasma se determinó
comparando la intensidad de los píxeles en un área del núcleo con otra área
equivalente en el citoplasma. El ratio se cuantificó para 30 células en cada
experimento.
6. Infección de plantas Zea mays
Para los ensayos de infección se utilizaron plantas de maíz variedad Gaspar
Flint. Las plantas se crecieron en invernadero con temperatura entre 28ºC-
30ºC, humedad entre 60-90% y fotoperíodo de 12 horas. Se infectaron
aproximadamente catorce días después de haber sido sembradas mediante la
inyección de cultivo (en el caso de estirpes diploides o solopatogénicas) o
mezcla de cultivos compatibles (en el caso de estirpes haploides). Se inocularon
alrededor de 107 células/ml en la base del tallo. A partir de los diez días se
pudieron observar los síntomas característicos de la infección: clorosis, manchas
de antocianina y tumores.
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7. Análisis in silico de las secuencias
La búsqueda de las proteínas estudiadas de Ustilago maydis se hizo por
similitud de secuencia usando el programa BLAST en el servidor y la base de
datos de U maydis (MUMDB; http://mips.gsf.de/genre/proj/Ustilago) utilizando
como sonda las proteínas de S. cerevisiae o S. pombe. Para analizar la
identidad de secuencia se usó el programa BLAST del servidor del NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los alineamientos de las proteínas se
realizaron con el programa ClustalW.
8. Construcción de las distintas estirpes de U. maydis
En este apartado se detallan las construcciones y la metodología general
utilizada para obtener las distintas estirpes de U. maydis. En el Anexo 1 se
describen los oligonucleótidos utilizados. Las sustituciones puntuales de
aminoácidos se verificaron mediante secuenciación.
8.1   Deleción de los genes bck1, mkk1 y slt2
Para construir las estirpes con perdida de función se interrumpieron los
genes por reemplazamiento homólogo siguiendo los protocolos de Kämper
(2004) y Brachmann et al. (2004). Para ello se amplificaron dos fragmentos
flanqueantes de los genes bck1, mkk1 y slt2 y se digirieron con la enzima de
restricción SfiI para ligarlos posteriormente al gen que confiere resistencia a:
nourseotricina, higromicina y carboxina respectivamente. Las resistencias se
obtuvieron por digestión de los plásmidos pUMa262, pUMa261 y pUMa260 con
la misma enzima. Los fragmentos correspondientes a las regiones 5´ se
amplificaron con los siguientes oligonucleótidos: Bck1-2 y Bck1-3; Mkk1-2 y
Mkk1-3; Slt2-4 y Slt2-r. Los fragmentos correspondientes a la región 3´ se
amplificaron con los siguientes oligonucleótidos: Bck1-4 y Bck1-5; Mkk1-4 y
Mkk1-5; Slt2-5 y Slt2-f. A continuación se transformaron las diferentes estirpes
con los fragmentos resultantes de la ligación. Los transformantes se
chequearon por PCR utilizando los siguientes oligonucleótidos: Bck1-1 y Nat1;
Mkk1-1 y Smut3; Slt2-3 y Cbx1 para el extremo 5´y Bck1-6 y Nat2, Mkk1-6 y
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Smut1, Slt2-6 y Cbx2 para el extremo 3´. Estas PCR rindieron fragmentos de
0,87 Kb, 0,8 Kb y 0,8 Kb respectivamente para los extremos 5´ y de 0,71 Kb,
1,8 Kb y 1,1 Kb para los extremos 3´ en el caso de una correcta substitución y
no rindieron producto en caso contrario (Fig. 7).
Figura 7. Esquema de los genes bck1, mkk1 y slt2 con la ubicación relativa de los
oligonucleótidos
8.2  Construcción y expresión del alelo HA-slt2 bajo el promotor
Pslt2
Para estudiar el papel de Slt2 en la ruta de integridad celular se construyó
el alelo HA-slt2. Para ello se amplificó el promotor Pslt2 con los oligonucleótidos
Slt2-KF y Slt2-11 generando un fragmento de 1,7 Kb. Por otra parte, se
amplificó el gen slt2 (que se extiende desde el nucleótido +1 al nucleótido
+1341, considerando la adenina del ATG como el nucleótido +1) con los
oligonucleótidos Slt2-10 y Slt2-KR generando un fragmento de 1,3 Kb. Ambos
fragmentos se digirieron con las enzimas KpnI/NdeI y se ligaron al vector
pUMa260 previamente digerido con KpnI, generando el plásmido pUMa-Slt2. El
epítopo HA se obtuvo por la digestión del plásmido pGem-HA que contiene este
fragmento flanqueado por los sitios NdeI. Este fragmento se clonó en el
plásmido pUMa-Slt2 digerido con NdeI. La correcta orientación del epítopo HA
se verificó mediante PCR utilizando dos parejas de oligonucléotidos, S-HA /
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Slt2-2 y AS-HA / Slt2-3. Estas PCR rindieron fragmentos de 1,4 Kb y 0,8 Kb
respectivamente en el caso que la orientación fuera la correcta. El plásmido
(pUMa-HASlt2) obtenido fue linealizado por digestión con la enzima AgeI e
integrado en el locus de la succinato dehidrogenasa (cbx). Los transformantes
se chequearon con los oligonucleótidos Slt2-3 y Slt2-2 generando un fragmento
de 2,1 Kb en el caso de una correcta integración (Fig. 8).
Figura 8. Esquema del gen slt2 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.3  Construcción y expresión del alelo HA-slt2AEF
Para la construcción del alelo HA-slt2AEF, que codifica para una versión no
fosforilable de Slt2, se introdujeron sustituciones puntuales que permitieron el
cambio de los aminoácidos treonina de la posición 193 y tirosina de la posición
195 por residuos de alanina y fenilalanina respectivamente. Estos cambios se
incorporaron mediante PCR utilizando un par de oligonucleótidos
complementarios con las correspondientes sustituciones que a la vez creaban
un sitio EcoRI con el cambio a fenilalanina. Se realizó una primer ronda de PCR
con los pares de oligonucleótidos Slt2-1 / Slt2-A2 y Slt2-A1/ Slt2-KR. Estas PCR
rindieron fragmentos de 0,6 Kb y 0,8 Kb que fueron utilizados como moldes
para la segunda amplificación, obteniéndose un fragmento de 1,36 Kb
correspondiente al gen slt2 con las mutaciones 193A y 195F. Este fragmento junto
con el fragmento Pslt2 se digirieron con NdeI/KpnI y se ligaron al vector
pUMa260 previamente digerido con KpnI, generando el plásmido pUMa-Slt2AEF.
EL epítopo HA se insertó como se mencionó anteriormente, obteniéndose el
plásmido pUMa-HASlt2AEF, el cual fue linealizado por digestión con la enzima
AgeI y se integro en el locus cbx. Los transformantes se chequearon por PCR
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de la misma manera que para la versión silvestre. Además, los productos fueron
digeridos con EcoRI para comprobar que portaban la mutación 195F. (Fig. 9).
Figura 9. Esquema del gen slt2 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.4  Construcción y expresión del alelo HA-slt2KD
Para la construcción del alelo HA-slt2KD, que codifica para una versión
cataliticamente incactiva de la proteína, se introdujo una sustitución puntual
que permitió el cambio de una lisina de la posición 55 por una arginina. Este
cambio se realizó siguiendo la misma estrategia descrita anteriormente. En la
primer ronda de amplificaciones se utilizaron los oligonucleótidos Slt2-1 / Slt2-
B2 y Slt2-B1 / Slt2-KR que rindieron fragmentos de 0,18 Kb y 1,2 Kb
respectivamente. Con la segunda amplificación se obtuvo un fragmento de 1,36
Kb correspondiente al gen slt2 con la mutación 55R. Tanto la clonación de este
fragmento como el chequeo de los transformante se realizó de la misma
manera que para la versión HA-slt2AEF (Fig. 10).
Figura 10. Esquema del gen slt2 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.5  Expresión de mkk1 bajo el promotor heterólogo Pcrg1
Para la sobreexpresión de Mkk1 se utilizó el promotor regulable por
fuente de carbono Pcrg1. La construcción Pcrg1:mkk1 se obtuvo mediante la
amplificación del gen mkk1 (que se extiende desde el nucleótido +1 al
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nucleótido +2031, considerando la adenina del ATG como el nucleótido +1),
usando para ello los oligonucleótidos Mkk1-E1 y Mkk1-E4. El producto de PCR
resultante se clonó como un fragmento NdeI / EcoRI en el plásmido pRU11,
vector de integración que contiene el promotor Pcrg1 y el gen que confiere
resistencia a carboxina. El plásmido resultante pRU11-Mkk1 se digirió con XcmI
y se utilizó para transformar las distintas estirpes de U. maydis. Los
transformantes se chequearon por PCR con los oligonucleótidos crg1 y Mkk1-E4
(Fig. 11).
Figura 11. Esquema del gen mkk1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.6   Construcción y expresión del alelo mkk1DD bajo el promotor
heterólogo Pcrg1
Para la construcción Pcrg1:mkk1DD, que codifica para una versión
constitutivamente activa de mkk1, se introdujeron sustituciones puntuales que
permitieron el cambio de los aminoácidos serina de la posición 373 y treonina
de la posición 377 por residuos aspárticos. Estos cambios se incorporaron
mediante PCR utilizando los oligonucleótidos Mkk1-E1/Mkk1-E3 y Mkk1-E2/
Mkk1-E4 que a la vez creaban un sitio de restricción NaeI. Las PCR rindieron
fragmentos de 1,3 Kb y 0,9 Kb respectivamente. Con la segunda amplificación
se obtuvo un fragmento de 2,1 Kb correspondiente al gen mkk1 con las
mutación 373D y 377D. Este fragmento se digirió con NdeI/EcoRI y se clonó en el
vector pRU11. EL plásmido resultante pRU11-Mkk1DD se digirió con XcmI y se
utilizó para transformar las distintas estirpes de U. maydis (Fig. 12).
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Figura 12. Esquema del gen mkk1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.7  Expresión del alelo mkk1DD bajo el promotor Pcrg1 desde el
locus endógeno
La construcción mkk1DDcrg1 permitió sustituir el alelo silvestre mkk1 por el
alelo mutante mkk1DD regulado por el promotor Pcrg1. Para intercambiar los
alelos se amplificó un fragmento flanqueante a mkk1 por la región 5´ con los
oligonucleótidos Mkk1-8E y Mkk1-9B (0,86 Kb). Este fragmento se digirió con
las enzimas EcoRI y BamH1. El alelo mkk1DD se obtuvo de la digestión del
plásmido pRU11-Mkk1DD con NdeI/BamH1. Estos dos fragmentos se clonaron
mediante una ligación triple al vector pRU11-Hyg (contiene promotor Pcrg1 y el
gen que confiere resistencia a higromicina) digerido previamente con
NdeI/BamH1. El plásmido resultante se denominó pRU11Hyg-Mkk1DDcrg1 y se
digirió con la enzima EcoRI para su integración. Los transformantes se
chequearon por PCR por el extremo 5´ con los oligonucleótidos Mkk1-7 y
Smut3, por el otro extremo con crg1 y Mkk1-E4 en el caso de una correcta
integración rindieron fragmentos de 1,3 Kb y 2,2 Kb (Fig. 13).
Figura 13. Esquema del gen mkk1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
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8.8  Deleción del gen rlm1
Para construir la estirpe Δrlm1 se siguió la misma estrategia descrita
anteriormente utilizando nourseotricina como marcador de selección. La
resistencia se obtuvo por digestión del plásmido pUMa262 con la enzima SfiI. El
fragmento correspondiente a la región 5´ se amplificó con los oligonucleótidos
Rlm1-2 y Rlm1-3. El fragmento correspondiente a la región 3´ se amplificó con
los oligonucleótidos Rlm1-4 y Rlm1-5. Ambos fragmentos se digirieron con SfiI
y se ligaron al marcador de selección. Se transformó U. maydis con el
fragmento resultante de la ligación. Los transformantes se chequearon por PCR
utilizando los oligonucleótidos Rlm1-1 y Nat1 (fragmento de 0,85 Kb) y Rlm1-3,
Nat2 (fragmento de 0,8 Kb) (Fig. 14).
Figura 14. Esquema del gen rlm1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.9  Deleción de los genes rcl1 y rcl2
Para construir las estirpes Δrcl1 y Δrcl2 se amplificaron los fragmentos río
arriba al extremo 5´ de los genes rcl1 y rcl2 con los oligonucleótidos Rcl1-2
/Rcl1-3 y Rcl2-2/Rcl2-3. Los fragmentos correspondientes a la región 3´ se
amplificaron con los oligonucleótidos Rcl1-4/Rcl1-5 y Rcl2-4/Rcl2-5. Los genes
que confieren resistencia a higromicina y carboxina se obtuvieron por la
digestión de los plásmidos pUMa261 y pUMa260 con la enzima SfiI. A
continuación se transformaron las diferentes estirpes con los fragmentos
resultantes de la ligación tripartita. Los transformantes se chequearon por PCR
utilizando los siguientes oligonucleótidos: Rcl1-1/Smut3 y Rcl2-1/Cbx1 para el
extremo 5´ y Rcl1-6/Smut1 y Rcl2-6/Cbx2 para el extremo 3´. Estas PCR
rindieron fragmentos de 0,7 Kb para los extremos 5´ y de 1,6 Kb y 1,3 Kb
respectivamente para los extremos 3´ (Fig. 15).
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Figura 15. Esquema de los genes rcl1 y rcl2  con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.10  Deleción del gen spa2
Para construir la estirpe con pérdida de función se siguió la misma
estrategia descrita anteriormente. Para ello se amplificaron dos fragmentos
flanqueantes del gen spa2 y se digirieron con la enzima SfiI para ligarlos
posteriormente al gen que confiere resistencia a nourseotricina obtenido por
digestión del plásmido pUMa262 con la misma enzima. El fragmento
correspondiente a la región 5´ se amplificó con los oligonucleótidos Spa2-2 y
Spa2-3. El fragmento correspondiente a la región 3´ se amplificó con los
oligonucleótidos Spa2-4 y Spa2-5. A continuación se transformó U. maydis con
el fragmento resultante de la ligación. Los transformantes se chequearon por
PCR utilizando los oligonucleótidos Spa2-1 / Nat1 y Spa2-6 / Nat2. Estas PCR
rindieron fragmentos de 1,1 Kb y 0,96 Kb respectivamente (Fig. 16).
Figura 16. Esquema del gen spa2 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.11  Expresión del alelo spa2-GFP
Para obtener una versión de Spa2 que permitiera estudiar la localización
de la proteína, se fusionó la proteína GFP (green fluorescent protein) al extremo
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carboxilo terminal de Spa2. Para ello, se amplificó, por un lado, un fragmento
correspondiente al final del gen con la pareja de oligonucleótidos Spa2-H y
Spa2-B y otro fragmento flanqueante de spa2 por la región 3´ con la pareja
Spa2-4 y Spa2-5. Ambos fragmentos se digirieron con SfiI para ligarlos a un
casete que llevaba la proteína GFP y el gen de resistencia a higromicina
obtenido por digestión del plásmido pMF5-3n con la misma enzima. Con el
producto de ligación se transformaron las diferentes estirpes. Los
transformantes se chequearon por PCR utilizando los oligonucleótidos Spa2-7 y
gfp1 que amplificaron un fragmento de 1,7 Kb (Fig. 17).
Figura 17. Esquema del gen spa2 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
8.12  Expresión del alelo mkk1-GFP
Para estudiar la localización de Mkk1 se fusionó la proteína GFP (green
fluorescent protein) al extremo carboxilo terminal, siguiendo la estrategia
descrita anteriormente. Para ello, se amplificó un fragmento correspondiente al
final del gen, con la pareja de oligonucleótidos Mkk1-11 y Mkk1-12 .El
fragmento correspondiente a la región 3´ se amplificó con la pareja Mkk1-4 y
Mkk1-5. Ambos fragmentos se digirieron con SfiI para ligarlos al casete GFP-
Higromicina obtenido por digestión del plásmido pMF5-3n con la misma enzima.
Con el producto de ligación se transformaron las diferentes estirpes. Los
transformantes se chequearon por PCR por un extremo utilizando los
oligonucleótidos Mkk1 y gfp1 que amplificaron un fragmento de 1,7 Kb. Y por el
otro extremo con Smut4 y Mkk1-6 rindiendo un fragmento de 1 Kb (Fig. 18).
Figura 18. Esquema del gen mkk1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
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8.13  Expresión del alelo GFP-slt2
Para obtener una versión de Slt2 que permitiera estudiar la localización de
la proteína, se fusionó la proteína GFP (green fluorescent protein) al extremo
amino terminal de Slt2. Para ello, se digirieron los plásmidos pUMa-Slt2 y
pGem-GFP con la enzima NdeI. La digestión del vector pGem-GFP libera un
casete de GFP flanqueado por dos sitios NdeI, el cual se ligo al plásmido pUMA-
Slt2. La correcta orientación del casete GFP se verificó mediante PCR utilizando
dos parejas de oligonucléotidos, Slt2-4/GFP-AS y GFP-S/Slt2-2. Estas PCR
rindieron fragmentos de 1,3 Kb y 2,0 Kb en el caso que la orientación fuera la
correcta. El plásmido obtenido, pUMa-GFPSlt2 fue linealizado por digestión con
la enzima AgeI e integrado en el locus cbx. Los transformantes se chequearon
con los oligonucleótidos Slt2-4 y GFP-AS generando un fragmento de 1,3 Kb en
el caso de una correcta integración (Fig. 19).
Figura 19. Esquema de la construcción gfp-s l t2 con la ubicación relativa de los
oligonucleótidos
8.14  Construcción y expresión de los alelos T7-rhosQL bajo el
promotor heterólogo Pcrg1
Para la construcción del alelo rho1QL, que codifica para una versión
constitutivamente activa de la GTPasa, se introdujo una sustitución puntual que
permitió el cambio de un residuo de glutamina de la posición 63 por un residuo
de leucina. Estos cambios se incorporaron mediante PCR utilizando un par de
oligonucleótidos complementarios con la sustitución. En la primera ronda de
PCR se utilizaron los oligonucleótidos Rho1-4/Rho1-8 y Rho1-5/Rho1-7. Las PCR
rindieron fragmentos de 0,58 Kb y 0,63 Kb respectivamente. Con la segunda
amplificación se obtuvo un fragmento de 1,2 Kb correspondiente al gen rho1
con la mutación 63L. Este fragmento se digirió con BamHI/EcoRI y se clonó en
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el vector pRU11-T7 que contiene el promotor Pcrg1 fusionado al epítopo T7, de
forma tal que el epítopo se introduce en el extremo amino terminal. EL
plásmido resultante pRU11-T7Rho1QL se linealizó con SspI para integrarlo en el
locus cbx. Los transformantes se chequearon por PCR obteniéndose un
fragmento de 1,3Kb con los oligonucleótidos crg1 y cbx2.
También se generó un plásmido que llevaba una versión sin mutación de
rho1. Para ello se amplifico el gen con los oligonucleótidos Rho1-4 y Rho1-5.
Este fragmento se digirió con BamHI/EcoRI y se integró en el vector pRU11-T7
previamente digerido con las mismas enzimas. El plásmido resultante es el
pRU11-T7Rho1 que se integro en el locus cbx de la misma manera (Fig. 20).
Figura 20. Esquema del gen rho1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
Para la construcción de los alelos rho2QL, rho3QL y rho4QL se prosiguió
exactamente de la misma manera. Los oligonucleótidos utilizados en la primer
ronda de PCR fueron los siguientes: Rho2-4/Rho2-8 y Rho2-7/Rho2-5; Rho3-
4/Rho3-8 y Rho3-7/Rho3-5; Rho4-4/Rho4-8 y Rho4-7/Rho4-5. Las PCR
rindieron fragmentos de: 0,16 y 0,75 Kb; 0,31 y 0,5 Kb; 0,27 y 0,63 Kb
respectivamente. Con la segunda amplificación se obtuvieron fragmentos de
0,92 Kb, 0,81 Kb y 0,9 Kb correspondientes a los genes rho2, rho3 y rho4 con
las mutación 65L, 77L y 90L. En estos casos los transformantes se chequearon
con los oligonucleótidos siguientes: crg1 y Rho2-5 (fragmento de 0,92 Kb), crg1
y rho3-5 (fragmento de 0,9) y crg1 y Rho4-5 (fragmento de 0,9 Kb).
8.15  Sustitución del promotor silvestre Prho por el promotor
regulable Pnar1
La construcción rho1na r1  permitió sustituir el promotor rho1 por el
promotor regulable por fuente de nitrógeno Pnar1. Para intercambiar los
promotores se amplificó un fragmento flanqueante al gen por la región 5´ con
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los oligonucleótidos Rho1-2 y Rho1-3, que se clonó en pGemT para luego
sacarlo como fragmento EcoRI. De la digestión del plásmido pRU11-T7Rho1 con
EcoRI y BamHI se obtuvo el otro fragmento de homología. Este fragmento se
ligo al vector pRU2-T7 que contiene el promotor Pnar1 fusionado al epítopo T7
y el gen que confiere resistencia a higromicina, previamente digerido con
EcoRI/ BamHI. El plásmido resultante se digirió con EcoRI y se ligo con el
fragmento proveniente de pGemT. De esta ligación resultaron dos plásmidos, se
digirió con SpeI el que presentaba la orientación correcta y se utilizó este
fragmento para transformar la estirpe silvestre FB1. Los transformantes se
chequearon por PCR con los oligonucleótidos Rho1-1 y Smut3 (fragmento de
0,9 Kb) y Rho1-6 y nar1 (fragmento de 2,1 Kb).
Para la construcción de rho2nar y rho4nar se prosiguió exactamente de la
misma forma. Los oligonucleótidos utilizados para amplificar el fragmento
flanqueante al gen por la región 5´ fueron: Rho2-2/Rho2-3 y Rho4-2/Rho4-3. Y
los transformantes se chequearon con los Rho2-1 y Smut3 (fragmento de 1,0
Kb), Rho4-1 y smut3 (fragmento de 0,9) , Rho2-6 y nar1 (fragmento de 2,1 Kb)
y Rho4-6 y nar1 (fragmento de 2,2 Kb) (Fig. 21).
Figura 21. Esquema del gen rho1 con la ubicación relativa de los oligonucleótidos
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1. Modulo Central MAP quinasa
1.1  Identificación de las MAPKs de integridad celular en U .
maydis
Comenzamos el estudio de la cascada MAP quinasa de integridad celular
en U. maydis con una búsqueda in silico por similitud de secuencia con las
proteínas MAPK, MAPKK y MAPKKK de S. cerevisiae y de S. pombe en la
secuenc ia públ ica de U. maydis (ht tp://www.broad.mit .edu
/annotation/genome/ustilago_maydis / Home.html). Tras los alineamientos
múltiples de las secuencias construimos tres dendrogramas con todas las
secuencias MAPK, MAPKK y MAPKKK descritas en S cerevisiae y S. pombe junto
a las posibles secuencias de U maydis. En cada dendrograma se distinguieron
tres grupos: El grupo 1 incluía las quinasas involucradas en apareamiento y
crecimiento filamentoso al que denominamos conjuntamente como ruta
Fus3/Kss1, el grupo 2 agrupaba a las proteínas quinasas de señalización en
respuesta a estrés osmótico o ruta HOG y el grupo 3, el que suscita nuestro
interés, estaba formado por las proteínas que definen la ruta de integridad
celular o ruta Slt2. Dentro de este grupo encontramos los marcos abiertos de
lectura Um10107 en el dendrograma de las MAPK, Um10855 en el de las
MAPKK y Um01662 en el de las MAPKKK. La traducción conceptual de estos
marcos de lectura abiertos produjeron proteínas de 446, 676 y 1955
aminoácidos , con un peso molecular de 50, 72 y 209 KDa respectivamente. A
partir de aquí, denominaremos a estas proteínas UmSlt2, UmMkk1 y UmBck1 o
directamente Slt2, Mkk1, Bck1 por analogía a las proteínas de S. cerevisiae.
Como las otras proteínas quinasas activadas por mitógeno, UmSlt2, UmMkk1 y
UmBck1 poseen un dominio serina-treonina proteína quinasa en el extremo
carboxilo terminal. El dominio quinasa de UmSlt2 presenta un 66% de identidad
de secuencia con la MAP quinasa Pmk1 de S. pombe y un 65% con ScSlt2. La
identidad de secuencia en los dominios quinasa de UmMkk1 y UmBck1 con
respecto a sus homólogos en S. pombe y en S. cerevisiae es del 45-55% (Fig
23 y Fig. 61, 62 , 63 ANEXO 2).
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Figura 23. Identificación de las MAP quinasas. A. Dendrogramas de las MAPK, MAPKK y
MAPKKK construido utilizando el método ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalW). B. Esquema
de las MAP quinasas involucradas en la ruta de integridad celular en U. maydis, S. pombe y S.
cerevisiae indicando el dominio quinasa y los porcentajes de identidad aminoácidica de las
proteínas cuando se compara con el dominio quinasa de U. maydis.
1.2  Bck1, Mkk1 y Slt2 constituyen una sola vía de señalización
MAP quinasa: La ruta de integridad celular
Con la intención de demostrar que estas proteínas estaban implicadas en
la vía de señalización conocida como “ruta de integridad celular”, se
construyeron tres estirpes mutantes individuales donde se sustituyeron las
secuencias codificantes bck1, mkk1 y slt2 por el gen que confiere resistencia a
nourseotricina, higromicina y carboxina respectivamente. Estas estirpes
resultaron viables, crecieron con normalidad a 28ºC que es la temperatura
habitual de crecimiento de U. maydis y en medio líquido CMD no mostraron
diferencias morfológicas con respecto a una estirpe silvestre (Fig.24). Sin
embargo, al igual que sucede en S. cerevisiae, un aumento de la temperatura
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comprometía seriamente la supervivencia de estas células, aunque podría
remediarse agregando sorbitol al medio (Fig. 25).
Figura 24. La pérdida de función de Bck1, Mkk1 y Slt2 no afecta la morfología.
Fenotipo en medio líquido CMD de una estirpe silvestre y las estirpes deficientes en bck1, mkk1
y slt2. La tinción de septos es con WGA y la tinción nuclear con Dapi.
Figura 25. La termosensibilidad de los mutantes nulos se remedia añadiendo
sorbitol. Ensayo de gotas. Muestras de células creciendo en YPD a 28ºC en fase exponencial,
fueron recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar diluciones seriadas
se sembraron en placas de YPD a 28º y 34ºC con y sin la adición de sorbitol 1M.
La pérdida de función en estas proteínas también hace mas vulnerables
las células al daño provocado por agentes que alteran la estructura de la pared
celular (Levin, 2005). Existen diversos agentes que producen estrés sobre la
pared. En este trabajo utilizamos para un ensayo de sensibilidad en placa
algunos de los agentes mas utilizados como: blanco de calcoflúor (CFW) un
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antagonista de la quitina; rojo congo (RC) que interfiere en la unión del β-1,3
glucano; cafeína que hasta el momento no se conoce exactamente el
mecanismo por el cual produce estrés sobre la pared celular, pero se cree que
actúa sobre el complejo TOR (Kuranda et al., 2006); SDS un detergente tóxico
para las células y clorpromazina (CPZ) una molécula anfipática que es un
potente activador de la ruta de integridad celular aparentemente porque induce
la depolimerización del citoesqueleto de actina (Delley y Hall, 1999).
Curiosamente, como se observa en la Figura 26 las estirpes carentes de las
proteínas Bck1, Mkk1 y Slt2 en U. maydis mostraron mayor sensibilidad a CFW,
CPZ y cafeína y en cambio fueron igual de resistentes a SDS y RC que la estirpe
silvestre.
Figura 26. Δbck1, Δmkk1 y Δslt2 son sensibles a algunos agentes que causan estrés
de pared. Ensayo de sensibilidad en placa. Muestras de células creciendo en YPD a 28ºC en
fase exponencial, fueron recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar
diluciones seriadas se sembraron en placas de YPD con la adición de SDS (sodio dodecil
sulfato), RC (rojo congo), CFW (calcoflúor), CPZ (clorpromazina) y cafeína.
Como cabría esperar de elementos de una misma cascada, la perdida de
función de estas proteínas produjo exactamente los mismos fenotipos. Para
reforzar esta idea, nos planteamos la construcción de los dobles y triple
mutante para ver si existía algún efecto aditivo o sinérgico en el fenotipo de
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sensibilidad a estos agentes. Como se muestra en la Figura 27 todas las
estirpes presentaron el mismo espectro de sensibilidad a distintas
concentraciones de CFW, CPZ y cafeína.
Figura 27. Los dobles y triple mutante tienen el mismo espectro de sensibilidad que
los mutantes simples. Muestras de células creciendo en YPD a 28ºC en fase exponencial,
fueron recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar diluciones seriadas
se sembraron en placas de YPD con la adición de CFW, CPZ y cafeína a concentraciones
crecientes.
La ruta de integridad celular en otros hongos esta relacionada a distintos
niveles con la respuesta celular frente a diversos estreses ambientales (térmico,
osmótico, oxidativo y en general agentes que perturban la pared celular). Para
estudiar la respuesta de los mutantes nulos frente al estrés osmótico realizamos
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ensayos de sensibilidad en placas con sorbitol 1M, KCl 1M y CaCl2 0,2M.
También se ensayó la respuesta de estos mutantes al estrés oxidativo inducido
por el peroxido de hidrógeno. Como muestra la Figura 28 la falta de estas
proteínas no compromete la viabilidad de las células en presencia de estos
agentes.
Figura 28. Δbck1, Δmkk1 y Δslt2 son resistentes al estrés osmótico y oxidativo.
Ensayo de sensibilidad en placa. Muestras de células creciendo en YPD a 28ºC en fase
exponencial, fueron recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar
diluciones seriadas se sembraron en placas de YPD con la adición de 3M de peróxido de
hidrógeno, 1M de sorbitol, 1M de KCl y 0,2M de CaCl2.
En conjunto, los resultados obtenidos indicaron que Bck1, Mkk1 y Slt2
forman parte de una única vía de señalización ortóloga a la ruta de integridad
celular de S. cerevisiae y S. pombe. Además, que la perdida de función en
alguna de estas proteínas genera células hipersensibles a CFW, CPZ y cafeína.
1.3  El estrés producido por agentes que dañan la pared activan la
MAP quinasa Slt2
Dado que los mutantes nulos fueron mas sensibles a CFW, CPZ y cafeína
nos preguntamos si una estirpe silvestre crecida en presencia de estas drogas
mostraban una activación de la vía de señalización con la consecuente
fosforilación de Slt2. Para ello, creamos una versión silvestre de la proteína Slt2
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fusionada a la secuencia que codifica el epítopo HA. Este alelo se expresó bajo
su propio promotor en la estirpe UMA44 (FB1Δslt2 PHA-slt2). Esta estirpe es
viable y es igual de resistente a CFW, CPZ y cafeína que una estirpe silvestre
(Fig. 29). Mediante el uso del anticuerpo comercial que reconoce la doble
fosforilación en los residuos Thr202/ Tyr204  de la MAPK p44/42 y que se ha
demostrado que reconoce también los residuos Thr/ Tyr fosforilados de la
MAPK Slt2 (de Nobel et al., 2000; Martin et al., 2000), demostramos que estos
agentes inducen la fosforilación de Slt2 en U. maydis. Como muestra la Figura
30A el nivel de fosforilación aumenta luego de 30 minutos en cada tratamiento
y esta activación fue sostenida en el tiempo, excepto para el tratamiento con
cafeína que tiende a bajar luego de 4 horas.
Por otra parte, la perdida de función en Bck1 ó Mkk1 anula
completamente la fosforilación de Slt2 inducida por el CFW (Fig. 30B). Estas
observaciones son consistentes con un modelo donde Bck1 y Mkk1 están por
encima de Slt2.
Para corroborar que el aumento de la fosforilación de Slt2 se correspondía
con un incremento de su actividad quinasa, como se ha propuesto en S.
cerevisiae y S. pombe (Zarzov et al., 1996; Kamada et al., 1995 y Zaitsevskaya-
Carter y Cooper, 1997), utilizamos como sustrato para un ensayo in vitro la
proteína básica de mielina bovina, MBP (18kDa) (Errede et al., 1993). En este
caso, se creció la estirpe UMA44 en presencia y ausencia de CFW en el medio.
Al cabo de una hora se obtuvieron extractos proteicos que se
inmunoprecipitaron utilizando el anticuerpo anti-HA. La fracción
inmunoprecipitada de ambos cultivos se usó para el ensayo de actividad
quinasa. Como se muestra en la Figura 30C hubo un incremento en la
fosforilación de MBP en presencia de CFW.
Figura 29. El epítopo HA
no afecta la función de la
p r o t e í n a . Ensayo de
sensibilidad en placa. La
estirpe silvestre (FB1) y la
UMA44(HA-slt2) se sembraron
en diluciones seriadas en
placas de YPD con la adición
de CFW, CPZ y cafeína.
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Figura 30. Agentes que dañan la pared activan Slt2. A. La estirpe UMA44(FB1Δslt2 pHA-
slt2) fue crecida en presencia de 50µM calcoflúor (CFW), 50µM clorpromazina (CPZ) y 1,5mM
cafeína durante 6 horas. Las muestras fueron recolectadas en los tiempos indicados en la figura
y procesados para Western blot. La fosforilación del motivo TEY fue analizada con el anticuerpo
α-p44/42MAPK y la cantidad total de HA-Slt2 con el anticuerpo α-HA. B. Las estirpes UMA44,
UMA44.2 (pHA-slt2 Δbck1), UMA44.3 (pHA-slt2 Δmkk1) y UMA3 (Δslt2) fueron crecidas con
CFW por 30 min. y procesadas para Western blot . C. Ensayo de actividad quinasa sobre MBP
de los inmunoprecipitados de la estirpe UMA44 sin tratar y tratada con CFW por 30 min.
Del análisis de estos resultados podemos concluir que Slt2 se fosforila en
respuesta al estés producido por agentes que dañan la pared, que esta
fosforilación es dependiente de Bck1 y Mkk1 y que la actividad quinasa se
correlaciona con esta fosforilación.
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1.4  La fosforilación y la actividad quinasa de Slt2 son necesarias
para la viabilidad de las células frente a un estrés de pared
Una vez demostrado que Slt2 se fosforilaba en presencia de CFW y que
esta fosforilación se correlacionaba con un aumento de su actividad quinasa,
nos preguntamos si la actividad quinasa de Slt2 era necesaria para generar
resistencia frente a un estrés de pared celular in vivo. Para ello, se construyó el
alelo HA-slt2KD, en donde se sustituyó una lisina por una arginina de la posición
55 dentro del dominio de unión al ATP (Fig. 31 A). Esta mutación en otras
quinasas produce una proteína catalíticamente inactiva (Posada y Cooper,
1992). El alelo HA-slt2KD se expresó bajo su promotor nativo en la estirpe
UMA60 (FB1Δslt2 PHA-slt2KD). La falta de actividad quinasa de este alelo no
afectó a la capacidad de la proteína para ser fosforilada por Mkk1. Como se
observa en la Figura 31 B y C la fosforilación del alelo HA-slt2KD aumentó en
presencia de CFW pero no así la capacidad para fosforilar MBP en un ensayo de
actividad quinasa. Sin embargo, solamente la fosforilación de Slt2KD no genera
resistencia al CFW. La estirpe UMA60 no es capaz de crecer en presencia de
esta droga en el medio (Fig. 31 D).
Como el resto de las MAPKs Slt2 poseía un motivo aceptor de fosfato TEY,
compuesto por una treonina y una tirosina separados por un aminoácido que
puede variar en función del tipo de MAPK, localizado dentro del dominio
quinasa (Kultz, 1998). Para corroborar que la fosforilación de Slt2 era esencial
para su función in vivo, construimos un alelo HA-slt2AEF que no puede ser
fosforilado. Este alelo se construyó intercambiando la treonina (193) y la
tirosina (195) por una alanina y una fenilalanina respectivamente. Ambos
aminoácidos no pueden ser fosforilados (Fig. 31 A). El alelo mutante HA-slt2AEF
se expresó bajo su propio promotor en la estirpe UMA59 (FB1Δslt2 PHA-slt2AEF).
Como esperábamos, no se detectó fosforilación de Slt2 en esta estirpe luego de
la activación de la ruta con CFW (Fig. 31 B). Esta ausencia de fosforilación se
correlacionó con una falta de actividad quinasa de la proteína. Como se observa
en la Figura 31 C, en un ensayo de actividad quinasa el alelo HA-slt2AEF no fue
capaz de fosforilar al sustrato MBP. Además, la fosforilación del motivo TEY es
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esencial para las funciones de la proteína, como muestra la Figura 31 D la
estirpe UMA59 fue igual de sensible al CFW que la estirpe deficiente en slt2.
Los resultados obtenidos nos indicaron: en primer lugar que la actividad
quinasa de Slt2 era necesaria para inducir tolerancia al CFW en el medio; y en
segundo lugar que esta función es dependiente de la fosforilación de Slt2 en los
residuos treonina y tirosina.
Figura 31. La fosforilación y la actividad quinasa de Slt2 son necesarios para la
viabilidad celular frente a estrés. A. Esquema de la proteína Slt2 donde se indica las
sustituciones realizadas para la construcción de las estirpes que portan los alelos HA-slt2KD
(UMA60) y HA-slt2AEF (UMA59). B. Las estirpes UMA44, UMA59 y UMA60 se crecieron en
presencia (30 min) y ausencia de CFW y se procesaron para Western blot. La fosforilación del
motivo TEY fue analizada con el anticuerpo α-p44/42MAPK y la cantidad total de HA-Slt2 con el
anticuerpo α-HA. C. Ensayo de actividad quinasa sobre MBP de los inmunoprecipitados de las
estirpes UMA44, UMA3, UMA59 y UMA60 tratadas con CFW por 30 min. D . Ensayo de
sensibilidad en placa. La estirpe silvestre FB1 junto con las estirpes UMA3, UMA44, UMA59 y
UMA60 se sembraron en diluciones seriadas en placas de YPD con la adición de CFW.
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1.5  La hiperactivación de la ruta de integridad celular tiene un
efecto tóxico en U. maydis
Continuando con la caracterización del modulo MAP quinasa en U. maydis
se construyó una estirpe que poseía una versión constitutivamente activa de la
proteína Mkk1. Las proteínas MAP quinasa-quinasa son activadas por una doble
fosforilación en dos residuos serina o serina/treonina que se encuentran
próximos dentro del dominio quinasa (Cobb y Goldsmith, 1995). Estudios
previos en otras MAPKKs han indicado que cambios en estos residuos por
aminoácidos cargados negativamente producen una proteína constitutivamente
activa (Muller et al., 2003; Shiozaki et al., 1998) Mkk1 posee estos sitios de
fosforilación conservados en las posiciones 373 (serina) y 377 (treonina). Por lo
cual construimos un alelo constitutivamente activo mkk1DD sustituyendo los
aminoácidos conservado en estas posiciones por dos aspárticos. Estos dos
cambios supuestamente mimetizan el estado fosforilado consecuente de la
actividad MAP quinasa-quinasa-quinasa de Bck1. El alelo mutante mkk1DD y el
alelo silvestre mkk1 se pusieron bajo el control de un promotor regulable por
fuente de carbono Pcrg1, que permite su inducción en medios con arabinosa y
su represión en medios con glucosa (Fig. 32 A). Ambas construcciones se
insertaron en el locus cbx generando las estirpes UMA7 (FB1 Pcrg1:mkk1DD) y
UMA12 (FB1 Pcrg1:mkk1). Se analizó la capacidad de crecer de ambas estirpes
en condiciones de inducción y no inducción. Como se muestra en la Figura 32 B
la expresión del alelo mkk1DD afecta el crecimiento impidiendo la formación de
colonias en medio sólido inductor (YPA). Además, cuando se analizó la estirpe
UMA7 en medio líquido con arabinosa (YPA), observamos que la población
presentaba una morfología aberrante. Las células se dividían por septos en
compartimientos que poseían un solo núcleo, pero no eran capaces de
separarse. Sin embargo, la sobreexpresión del alelo mkk1 silvestre produjo
células viables sin cambios en la morfología en estas mismas condiciones
(permisivas) (Fig. 32 C y 33 A).
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Figura 32. La sobreexpresión del alelo mkk1DD es tóxico para las células. A. Esquema
de la proteína Mkk1 donde se indica las sustituciones realizadas para la construcción de
ganancia de función. B. Ensayo de sensibilidad en placa. Las estirpes FB1, UMA12 y UMA7 se
sembraron en diluciones seriadas en placas de YPD e YPA. C. Morfología celular y tinción de
septos con CFW. Las estirpes FB1, UMA12 y UMA7 se crecieron toda la noche en YPD (medio
restrictivo). Luego los cultivos se lavaron y se transfirieron a medio permisivo YPA. Tras 8 horas
se observó el fenotipo. Barra: 5µm.
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De acuerdo con un modelo lineal de señalización, el efecto deletéreo
observado con el alelo mkk1DD debería ser consecuencia de una hiperactivación
de la MAP quinasa Slt2. Por lo tanto, esta toxicidad se podría revertir en una
estirpe carente de Slt2 pero no en ausencia de Bck1. Y esto fue lo que
observamos cuando insertamos el alelo activo bajo el promotor Pcrg1 en los
fondos genéticos Δbck1, Δmkk1 y Δslt2. (Fig. 33).
A
B
Figura 33. El fenotipo inducido por el alelo mkk1DD se revierte en un mutante Δslt2.
A. Morfología celular y tinción de núcleos con DAPI. Las estirpes FB1, UMA7 y UMA7Δslt2 se
crecieron toda la noche en CMD (medio restrictivo). Luego los cultivos se lavaron y se
transfirieron a medio permisivo CMA. Tras 8 horas se observó el fenotipo. Barra: 5µm. B.
Ensayo de sensibilidad en placa. Las estirpes FB1, UMA7, UMA7Δbck1, UMA7Δmkk1 y
UMA7Δslt2 se sembraron en diluciones seriadas en placas de YPD e YPA.
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Estos resultados nos indican que la inhibición del crecimiento producida
por el alelo mkk1DD requiere de la presencia de Slt2. En otras palabras, que la
hiperactivación de la cascada MAPK-Slt2 es tóxica para las células.
1.6  El efecto tóxico producido por el alelo mkk1DD requiere de la
fosforilación y actividad quinasa de Slt2
De la misma manera que estudiamos la fosforilación de Slt2 en respuesta
a estrés de pared, lo hicimos en respuesta al alelo hiperactivo mkk1DD. Para lo
cual, necesitábamos expresar los alelos HA-slt2AEF y HA-slt2kD en un fondo
Pcrg1:mkk1DD respectivamente. Pero, como ambas construcciones estaban
diseñadas para insertarse en el mismo locus (locus cbx), construimos la estirpe
UMA20, que expresa el alelo mkk1DD bajo el control del promotor Pcrg1 en su
locus endógeno (Fig. 34 A). La estirpe UMA20 mostró el mismo fenotipo que la
UMA7 (Fig. 34 B).
Figura 34. El alelo condicional mkk1DDcrg1 es tóxico para las células A. Esquema de la
construcción del alelo mkk1DDcrg1 . B. Ensayo de sensibilidad en placa. Las estirpes FB1, UMA7 y
UMA20 se sembraron en diluciones seriadas en placas de YPD e YPA.
A continuación, analizamos los niveles de fosforilación de HA-Slt2, HA-
Slt2AEF y HA-Slt2KD en un fondo mkk1DDcrg. Como muestra la Figura 35 A hubo
un aumento de la fosforilación de HA-Slt2 y HA-Slt2KD en medio inductor (YPA).
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En cambio, en el alelo mutante HA-Slt2AEF no se observó fosforilación. Por otra
parte, estas dos estirpes mutantes fueron capaces de rescatar el efecto tóxico
provocado por la sobreexpresión del alelo mkk1DDcrg (Fig. 35 B).
Figura 35. La fosforilación y la actividad quinasa de Slt2 son necesarios para el
efecto tóxico causado por el alelo mkk1DDcrg1. A . Ensayo de sensibilidad en placa. Las
estirpes UMA20, UMA42, UMA43, UMA64 y UMA65 se sembraron en diluciones seriadas en
placas de YPD e YPA. B. Las estirpes UMA43, UMA42, UMA64 y UMA65 se crecieron toda la
noche en YPD, luego se transfirieron a YPD e YPA. Luego de 8 horas se colectaron las células y
se procesaron para Western blot. La fosforilación del motivo TEY fue analizada con el
anticuerpo α-p44/42MAPK y la cantidad total de Slt2 con el anticuerpo α-HA.
Con estos resultados confirmamos que el alelo mkk1DD es capaz de
activar Slt2. Y demostramos que la fosforilación y la actividad quinasa de Slt2
son imprescindible para producir el defecto en crecimiento observado.
1.7  La activación de Slt2 produce células con múltiples
compartimentos cada vez mas pequeños, de un solo núcleo
Una vez confirmado que el efecto tóxico causado por el alelo mkk1DD
requiere de la activación de Slt2, nos planteamos descifrar la razón de este
efecto letal. Comenzamos con un análisis detallado de la aparición del fenotipo
en el tiempo. Para esto, crecimos la estirpe UMA20 (con HA-Slt2) en medio
líquido CMA y sacamos muestras a distintos intervalos de tiempos para su
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observación. Para poder cuantificar con claridad los núcleos se insertó en esta
estirpe la secuencia de la proteína con fluorescencia verde fusionada a una
secuencia de señalización nuclear (NLS-GFP). Al cabo de 3 horas en condiciones
permisivas comenzamos a observar células que se redondeaban y dejaban de
dividirse mediante la formación de gemas, características de la fase haploide de
crecimiento de U. maydis, para dividirse mediante un septo en dos
compartimentos con un núcleo cada uno. Pasadas las 6 horas de cultivo,
alrededor del 70% de la población estaba formada por este tipo de agregados
celulares con dos núcleos separados por un tabique (Fig. 36 A). Conforme
pasaba el tiempo el número de compartimentos aumentaba y este aumento se
correlacionó con un incremento de la fosforilación de Slt2 (Fig. 36 B y C).
A
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Figura 36. La hiperactivación de Slt2 produce agregados celulares divididos por septos
con un solo núcleo. A. La estirpe UMA54 (mkk1DDcrg1, HA-slt2, NLS-GFP) se cultivó toda la
noche en CMD, luego se transfirió a un medio inductor (CMA) y se creció durante 24 horas. Se
tomaron muestras para Western blot y para observar el fenotipo a 0, 3, 6, 8, 10, 12 y 24 horas.
Los septos se tiñeron con CFW y la señal GFP proviene de los núcleos. B. Representación gráfica
del número de células (compartimentos) por agregado celular en función del tiempo de inducción.
C. Western blot de las muestras tomada en A. La fosforilación del motivo TEY fue analizada con el
anticuerpo α-p44/42MAPK y la cantidad total de Slt2 con el anticuerpo α-HA. D. Imagen de la
estirpe UMA54 crecida en CMA por 24 horas.
Por otra parte, a medida que el número de septos aumentaba, los
compartimentos celulares generados se hacían cada vez más pequeños. Sin
embargo, el volumen total del agregado permanecía prácticamente invariable
(Fig. 37).
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Figura 37. Los compartimentos celulares son cada vez más pequeños. Gráfico del
promedio del volumen celular de los compartimentos en función de la cantidad de
compartimentos (células) por agregado celular. Barra: 5µm.
Otro fenómeno curioso que observamos en varias de estas células fue los
extremos completamente redondeados, lo que pensamos es una consecuencia
de un crecimiento isotrópico. (Fig. 32 C y 36 A). Pasadas las 24 horas en
condiciones permisivas los compartimentos comenzaron a romperse liberando
todo el contenido de las células, lo que dio lugar progresivamente a la muerte
del cultivo (Fig. 36 D).
2. Posibles proteínas diana de la ruta de integridad celular
2.1  U. maydis tiene un putativo factor de transcripción Rlm1
El factor de transcripción Rlm1 es responsable de la mayoría de
respuestas de la ruta de integridad celular en S. cerevisiae (Jung y Levin,
Resultados
83
1999). El gen rlm1 (resistance to lethality of mkk1P386) como su nombre lo
indica, fue identificado en un análisis genético de mutantes que podían
sobrevivir a la inhibición del crecimiento causada por la sobreexpresión de un
alelo constitutivamente activo de Mkk1 (Watanabe et al., 1995).
Como nuestro objetivo era encontrar proteínas dianas de acción de Slt2
implicadas con el defecto en crecimiento, Rlm1 fue nuestro primer candidato.
Comenzamos con una búsqueda in silico por similitud de secuencia con la
proteína Rlm1 y encontramos dos secuencias pertenecientes a la superfamilia
de reguladores transcripcionales MADS-box. Una de estas, es la proteína Umc1
que ha sido descrita en U. maydis (Kruger et al., 1997) y es similar a la proteína
Mcm1p de S. cerevisiae. En otras especies de hongos filamentosos también se
han identificado dos proteínas pertenecientes a la familia MADS-box (Damveld
et al., 2005; Mehrabi et al., 2008). Un análisis filogenético mostró que Umc1
pertenece a la subfamilia de Factores de respuesta al suero de tipo I (SRF-like
MADS-box). La otra secuencia que corresponde al marco de lectura abierto
Um10560 se asocia junto con Rlm1 al grupo formado por la subfamilia Factor
Amplificador de Miocitos 2 tipo II (MEF2-like MADS-box) (Fig. 38 A y Fig. 64
ANEXO 2). A partir de ahora, denominaremos a esta proteína como UmRlm1 o
simplemente Rlm1.
El gen rlm1 codifica para una proteína de 592 aminoácidos con un peso
molecular de 61,9 KDa. Como las otras proteínas de esta familia UmRlm1 posee
el dominio MADS-MEF2 en el extremo amino terminal. Este dominio se haya
muy conservado entre los distintos miembros de la familia y contiene los
dominios de unión a ADN y dimerización. Dentro de esta región, UmRlm1
presentó una identidad de secuencia del 50% con ScRlm1 y del 60% con RlmA
(Fig 38 B). En cambio, el resto de la proteína fue mas variable y el porcentaje
de identidad global fue del 18% para ScRlm1 y del 23% en el caso de RlmA.
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Figura 38. El gen r l m 1
codifica para una proteína
del tipo MEF2-MADS-box. A.
Dendrograma de las proteínas
de la familia MADS-box de S .
cerev is iae, H. sapiens, A .
nidulans M. grisea y U. maydis
construido utilizando el método
ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/clustalW).
B . Esquema de las proteínas
pertenecientes a la subfamilia
MEF2-MADS-box indicando el
dominio y los porcentajes de
identidad aminoácidica de las
proteínas cuando se compara
con el dominio de U. maydis.
La ausencia de Rlm1 no revierte el fenotipo inducido por el alelo
mkk1DD
A continuación analizamos el efecto de la pérdida de función de esta
proteína en U. maydis. Para ello se sustituyó la secuencia codificante de rlm1
por el marcador que confiere resistencia a higromicina. La estirpe resultante fue
viable y se comportó como una estirpe silvestre. A diferencia de lo observado
con las estirpes deficientes en las MAP quinasas, el mutante Δrlm1 creció igual
que la estirpe silvestre a elevada temperatura y no fue mas sensible al CFW,
CPZ o cafeína (Fig. 39).
Lo siguiente, fue comprobar si una estirpe carente en Rlm1 podía resistir
el efecto tóxico causado por la sobreexpresión del alelo mkk1DD. Para lo cual,
expresamos el alelo mkk1DD bajo el promotor Pcrg1 en la estirpe carente de
Rlm1. Como muestra la Figura 40 la falta de Rlm1 no rescata el fenotipo de
muerte en condiciones permisivas (YPA).
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Figura 39. Una estirpe Δrlm1 es
resistente al estrés de pared.
Muestras de células crecidas en YPD
a 28ºC, fueron recolectadas, se
lavaron ajustando la DO600nm inicial
a 1 y tras realizar diluciones
seriadas se sembraron en placas de
YPD a 28ºC, 34ºC y con la adición
de CFW, CPZ y cafeína.
Figura 40. El mutante Δrlm1 no revierte el fenotipo del alelo mkk1DD. Ensayo de
sensibilidad en placa. Muestras de células creciendo en YPD a 28ºC en fase exponencial, fueron
recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar diluciones seriadas se
sembraron en placas de YPD e YPA.
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2.2  U. maydis posee un putativo homólogo de SBF
En S. cerevisiae otra proteína blanco de acción de Slt2 es el complejo
transcripcional SBF. SBF esta constituido por la subunidad reguladora Swi6 y
una proteína de unión a ADN Swi4 (Breeden, 2003). El factor de transcripción
SBF se activa en la transición G1/S regulando entre otros la expresión de los
genes propios de la fase G1 del ciclo celular CLN1 y CLN2 (Moffat y Andrews,
2004). Además, SBF también participa en la inducción de genes relacionados
con la biosíntesis de la pared celular (Igual et al., 1996).
Con objeto de averiguar si en U. maydis existía un complejo similar,
posible blanco de la ruta de integridad celular que rescatara a la células del
fenotipo tóxico causado por el alelo mkk1DD, realizamos una búsqueda in silico
por similitud de secuencia con otras proteínas de esta familia. Identificamos dos
posibles pautas abiertas de lectura um05338 y um11222 cuyas traducciones
definen dos proteínas de 1106 y 701 aminoácidos, que hemos denominado Rcl1
y Rcl2 respectivamente. Rcl1 y Rcl2 tienen gran similitud con las proteínas
Swi4, Swi6 y Mbp1 de S. cerevisiae y Cdc10, Res1 y Res2 de S. pombe. Poseen
en el extremo amino terminal un dominio de unión a ADN (superfamilia KilA) y
un dominio de interacción proteína-proteína (Fig. 41 y Fig. 65 ANEXO 2).
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Rcl1 es un putativo blanco de la ruta de integridad celular
dispensable para producir el efecto tóxico
Rcl2 se agrupa junto con Swi4, en cambio Rcl1 queda por fuera de este
grupo en una rama independiente. Por lo que consideramos que en U. maydis
un heterodímero Rcl2/Rcl1 podría cumplir una función similar al complejo SBF
(Swi4/Swi6) de S. cerevisiae. Comenzamos analizando los efectos de la pérdida
de función de Rcl1 y Rcl2. Para ello, se reemplazó el gen rcl1 por el gen que
confiere resistencia a higromicina. Y en el otro caso se reemplazó el gen rcl2
por el gen de resistencia a carboxina. La pérdida de función en estas proteínas
no afectó la capacidad de proliferación de las células. Sin embargo, la estirpe
Δrlc1 fue levemente mas sensible a CFW y cafeína y mostró mayor resistencia
al aumento de temperatura que la estirpe silvestre. La estirpe Δrlc2 no presentó
diferencias en su espectro de sensibilidad (Fig. 42).
Figura 42. Espectro de sensibilidad de Rcl1 y Rcl2. Muestras de células creciendo en YPD
a 28ºC en fase exponencial, fueron recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y
tras realizar diluciones seriadas se sembraron en placas de YPD a 28ºC, 34ºC y con la adición
de CFW y cafeína.
La sensibilidad al CFW y cafeína de la estirpe Δrlc1 sugiere una relación
con la ruta de integridad, no así la resistencia al aumento de la temperatura.
Igualmente insertamos en esta estirpe mutante Δrlc1, el alelo mkk1DD  bajo el
promotor Pcrg1. Como muestra la Figura 43 la ausencia de Rcl1 no revierte el
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fenotipo inducido por la sobreexpresión del alelo mkk1DD en medio permisivo
YPA.
Figura 43. El mutante Δ rcl1 no revierte el fenotipo del alelo mkk1DD. Ensayo de
sensibilidad en placa. Muestras de células creciendo en YPD a 28ºC en fase exponencial, fueron
recolectadas, se lavaron ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar diluciones seriadas se
sembraron en placas de YPD e YPA.
2.3  La transición G2/M como blanco de acción
El fenotipo producido por la expresión del alelo mkk1DD nos recordaba al
descrito para células en ausencia de Wee1 ó que sobreexpresan Cdc25, donde
el paso no regulado de la fase G2 a M del ciclo celular resulta en cadenas de
células redondeadas, que no geman sino que están divididas por septos en
compartimientos con un solo núcleo (Sgarlata y Pérez-Martín, 2005ab). La
transición G2/M es regulada por fosforilación inhibitoria del complejo Cdk1/Clb2
efectuada por la quinasa Wee1. Esta fosforilación se revertir por acción de la
fosfatasa Cdc25 (Fig. 44 A). Así, tanto la represión de Wee1 como la
sobreexpresion de Cdc25 provocan una entrada rápida en mitosis, debido a un
acortamiento de la fase G2, asociado a una caída en los niveles de fosforilación
del residuo Y15 de Cdk1. Esto genera células cada vez mas pequeñas que al no
poseer el tiempo necesario para gemar se dividen por septos en
compartimientos que permanecen unidos (Sgarlata y Pérez-Martín, 2005ab).
Tomando en cuenta los resultados anteriores y considerando la similitud
en los fenotipos, nos planteamos la siguiente hipótesis: la hiperactivación de la
ruta de integridad celular promueve un acortamiento de la fase G2. Si esto
fuera así, una estirpe que sobreexprese el alelo mkk1DD, debería presentar una
caída en los niveles de fosforilación del residuo Y15 de Cdk1 con respecto a una
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estirpe silvestre en las mismas condiciones. Para comprobarlo analizamos
mediante Western blot los niveles de Cdk1 y Cdk1 fosforilada en extractos
obtenidos a partir de dos estirpes (una que porta el alelo y otra que no)
cultivadas en condiciones permisivas. Efectivamente, los niveles de fosforilación
de Cdk1 fueron mas bajos en la estirpe que expresaba el alelo mkk1DD (Fig. 44
B).
Figura 44. La expresión del alelo mkk1DD disminuye la fosforilación inhibitoria de la
Cdk1. A. Esquema de los principales reguladores de la transición G2/M en U. maydis. B. La
estirpe control y la UMA20 se crecieron en YPD toda la noche, luego se transfirieron a YPA y se
colectaron muestras a las 0, 3, 6 y 9 horas para Western blot. Las Cdks se revelaron con el
anticuerpo α-PSTAIRE. La banda superior corresponde a Cdk5 de U. maydis, homólogo a Pho85
de S. cerevisiae. La fosforilación en la tirosina 15 se analizó con el anticuerpo α-Cdc2-Y15P.
Este resultado sugiere que la activación constitutiva de Slt2 de alguna
manera consigue disminuir la fosforilación inhibitoria de Cdk1 promoviendo la
entrada en mitosis.
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2.4  Cdc25 una posible diana de la ruta de integridad celular en U.
maydis
Como la hiperactivación de la ruta de integridad fuerza a las células de
alguna u otra manera a entrar antes en mitosis generando células cada vez mas
pequeñas, la diana final de este proceso debe ser una proteína reguladora de la
transición G2/M. En U. maydis esta transición esta principalmente regulada por
el grado de fosforilación del complejo Cdk1/Clb2 y a su vez la actividad de este
complejo esta determinada por la acción de Wee1 y Cdc25.
En el caso de que la diana fuera Wee1, entonces la expresión de mkk1DD
debería inhibir a esta quinasa para reducir la fosforilación inhibitoria sobre el
complejo Cdk1/Clb2 y promover la entrada en mitosis (Fig. 45 Hipótesis I). En
este supuesto caso, tal vez, el aumento de la actividad de Wee1 podría rescatar
a las células del efecto tóxico causado por la hiperactivación de la ruta.
Por otra parte, si Cdc25 fuera el blanco de acción, Mkk1DD debería activar
la fosfatasa de modo de revertir la fosforilación inhibitoria sobre el complejo
Cdk1/Clb2 para promover la entrada en mitosis (Fig. 45 Hipótesis II). Si esto
fuera así, en este caso la ausencia de Cdc25 podría revertir el fenotipo
observado.
Figura 45. Posibles interacciones de Mkk1DD con elementos del ciclo. Esquema donde
se representan dos hipótesis de actuación.
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Para corroborar la hipótesis I, nos planteamos el siguiente experimento:
introducir una copia ectópica del gen wee1 bajo el promotor regulable Pcrg1 en
la estirpe UMA20 que porta el alelo mkk1DD bajo el mismo promotor. De este
modo en un medio con arabinosa encendemos los dos promotores a la vez
pudiendo responder a la pregunta de si un aumento de la actividad de Wee1 es
capaz de revertir el fenotipo generado por la sobreexpresión de Mkk1DD. Como
se muestra en la Figura 46 cuando sobreexpresamos solamente wee1
observamos células con gemas muy largas paradas en ciclo en fase G2
(Sgarlata y Perez-Martin, 2005b). En cambio, cuando encendemos mkk1DD el
fenotipo predominante fue el de las células divididas en compartimentos con un
solo núcleo. Lo que indica que la predicción de nuestra hipótesis I no es
correcta.
Figura 46. Hipótesis I.
Morfología celular y
tinción de núcleos con
DAPI. Las est i rpes
UMA79, UMC48 y UMA20
se crecieron toda la noche
e n  Y P D  ( m e d i o
restrictivo). Luego los
cultivos se lavaron y se
transfirieron a medio
permisivo YPA. Tras 8
horas se observó el
fenotipo.
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Para probar la hipótesis II, utilizamos una estirpe condicional de Cdc25
donde el promotor de cdc25 fue reemplazado por el promotor regulable por
fuente de nitrógeno Pnar1 (Sgarlata y Perez-Martin, 2005a). Esta estirpe
crecida en condiciones restrictivas presenta un fenotipo similar al observado en
la sobreexpresión de Wee1. En este fondo genético insertamos el alelo mkk1DD
regulado por el promotor Pcrg1. y analizamos el fenotipo en medio líquido YPA.
En estas condiciones donde Cdc25 esta apagado y Mkk1DD encendido,
observamos que el fenotipo predominante fue el de las células con un solo
núcleo y gemas largas característico de la ausencia de Cdc25 (Fig. 47). Este
resultado apoya nuestra hipótesis II donde se predice que la ausencia de Cdc25
podría revertir el fenotipo producido por la sobreexpresión del alelo mkk1DD.
En conjunto, estos dos resultados sugieren que la hiperactivación de la
ruta de integridad promueve la entrada rápida en mitosis actuando
principalmente por encima de Cdc25.
Figura 47. Hipótesis II. Morfología celular y tinción de núcleos con DAPI. Las estirpes
UMA56, UMC27 y UMA20 se crecieron toda la noche en MMNO3D (medio permisivo para Cdc25
y restrictivo para Mkk1DD). Luego los cultivos se lavaron y se transfirieron a medio MMNO3D e
YPA (medio permisivo para Mkk1DD y restrictivo para Cdc25). Tras 8 horas se observó el
fenotipo.
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La localización nuclear de Cdc25 aumenta con la expresión del
alelo mkk1DD
Dados los resultados anteriores, consideramos que el estudio de la
localización de Cdc25 en condiciones de inducción del alelo mkk1DD podría
contribuir a una mejor comprensión de los efectos provocados por la
hiperactivación de la ruta. Para ello utilizamos una estirpe que portaba la
proteína con fluorescencia verde fusionada a Cdc25 (Cdc25-3GFP). Cdc25-GFP
en condiciones normales se localizó tanto en el núcleo como en el citoplasma
independientemente de la fase del ciclo celular (Fig. 48). Cuando se introdujo
en esta estirpe la construcción Pcrg:mkk1DD se observó un incremento en la
señal fluorescente en el núcleo tras 6 horas en condiciones de inducción de
mkk1DD (Fig. 48).
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3. Modulo de regulación superior
3.1  Identificación de las proteínas Rhos en U. maydis
La familia de GTPasas Rho/Rac constituyen un subgrupo numeroso dentro
de la superfamilia de proteínas Ras. Estas proteínas controlan una amplia
variedad de procesos celulares, ya que conectan la activación de receptores de
membrana con múltiples rutas de señalización.
Rho1 se considera el regulador maestro de la ruta de integridad celular en
S. cerevisiae porque recibe e integra la mayoría de las señales provenientes de
los receptores de membrana. Esta proteína G monomérica unida al GTP activa a
la proteína quinasa C (PKC1) y esta a su vez activa a Bck1 iniciando la cascada
MAP quinasa. Sin embargo, en S. pombe es la GTPasa Rho2 la que actúa por
encima de Pck2 (homólogo de PKC1) para activar el modulo MAP quinasa.
En una búsqueda in silico en el genoma de U. maydis identificamos 6
GTPasas Rho/Rac: Rho1 (Um05734), Rho2 (Um02494), Rho3 (Um04070), Rho4
(Um03769), Cdc42 y Rac1 (Fig 49 y Fig. 67 ANEXO 2). Únicamente Cdc42 y
Rac1 han sido caracterizadas y estudiadas en profundidad (Mahlert et al.,
2006).
3.2  Rho1, Rho2 y Rho4 posibles activadores de la cascada MAP
quinasa
Con objeto de averiguar cual de estas proteínas Rho era capaz de activar
la cascada Slt2-MAP quinasa en U. maydis, decidimos hacer el siguiente
abordaje. Generar variantes constitutivamente activas de las proteínas Rho
reguladas por fuente de carbono, sobreexpresar estos alelos y ver cual de ellos
era capaz de fosforilar a Slt2. Para esto, se generó una mutación puntual de
una glutamina por una leucina para cada una de las proteínas. Esta sustitución
(Q63L, Q65L, Q77L y Q90L) que se ha descrito para otras proteínas G, impide
la hidrólisis del GTP forzando a las GTPasas a permanecer en un estado activo
(Mahlert et al., 2006; Regenfelder et al., 1997). Estas variantes activas rho1QL,
rho2QL, rho3QL y rho4QL se pusieron bajo el control del promotor Pcrg1, y se
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insertaron en el locus de la cbx. Para poder hacer un seguimiento de las
proteínas se les fusionó la secuencia que codifica el epítopo T7 (Fig.49). Estas
estirpes se crecieron en YPA (condiciones permisivas) el tiempo necesario para
observar la proteína en un Western blot. Las estirpes que portaban los alelos
rho1QL, rho2QL y rho4QL mostraron un aumento en la fosforilación de Slt2. En
cambio la expresión de rho3QL no afectó el nivel de fosforilación de la MAP
quinasa (Fig. 50).
Figura 49. U. maydis posee 6 GTPasas Rho/Rac. A. Dendrogramas de las proteínas G
monoméricas Rho/Rac de U. maydis, S. cerevisiae y S. pombe, construido utilizando el método
ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalW). B. Alineamiento de las proteínas Rho de U. maydis.
En fondo negro se indican los aminoácidos idénticos y en fondo gris los similares. El asterisco
indica la glutamina (Q) que se sustituyo por leucina (L) en las variantes constitutivamente
activas RhosQL. C. Esquema de las proteínas Rho1, Rho2, Rho3 y Rho4 donde se indica las
sustituciones realizadas para la construcción de las variantes constitutivamente activas.
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Figura 50. Rho1QL, Rho2QL y Rho4QL inducen la fosforilación de Slt2. Las estirpes FB1,
Rho1QL, Rho2QL, Rho3QL y Rho4QL se crecieron en YPD, luego se lavaron y se transfirieron a YPD
e YPA durante 10 horas (Rho1QL y Rho3QL) y 6 horas (Rho2QL y Rho4QL). Finalmente se
colectaron las muestras para Western blot. La fosforilación del motivo TEY fue analizada con el
anticuerpo α-p44/42MAPK y la expresión de las variantes activas con el anticuerpo α-T7.
3.3  Rho1, posible regulador superior de la cascada
A continuación, debíamos diferenciar cual de estos tres candidatos a
reguladores superiores, ejercían un efecto directo sobre la cascada MAP
quinasa. Una forma de demostrarlo, sería activando la ruta con CFW en
ausencia Rho1, Rho2 ó Rho4 y ver si en alguna de estas estirpes desaparecía la
fosforilación de Slt2. Conocíamos de trabajos previos del laboratorio, que Rho1
era esencial. Por lo cual decidimos construir estirpes condicionales de Rho1,
Rho2 y Rho4 intercambiando el promotor endógeno por el promotor Pnar, que
se activa en presencia de NO3- y se apaga en NH4-. El tratamiento con CFW en
condiciones restrictivas (YPD) induce la fosforilación de Slt2 en una estirpe
silvestre y esta fosforilación desaparece en ausencia de Rho1 (Fig. 51 A).
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Cuando apagamos Rho2 la señal de activación es igual a la de la estirpe
silvestre y en ausencia de Rho4 disminuye pero no desaparece (Fig. 51 B).
Figura 51. Rho1 y Rho4 están involucrados en la activación de Slt2 en respuesta al
CFW. A. La estirpe silvestre y la condicional para Rho1 se crecieron en MMNO3D luego se
transfirieron a YPD para el apagado de rho1nar. Al cabo de 4 horas se añadió CFW durante
30min y Se colectaron muestras para Western blot. B. Las estirpes FB1, rho2nar y rho4nar se
crecieron en MMNO3D luego se transfirieron a YPD. Al cabo de 10 horas se añadió CFW durante
30min y Se colectaron muestras para Western blot. La fosforilación del motivo TEY fue analizada
con el anticuerpo α-p44/42MAPK y la expresión de las variantes activas con el anticuerpo α-T7.
A diferencia de Rho1, Rho2 y Rho4 no son esenciales, lo que nos
permitió realizar un ensayo de sensibilidad en placa de YPD (condiciones
restrictivas). Como se muestra en la Figura 52 la estirpe carente en Rho2 no
mostró mayor sensibilidad a CPZ, cafeína o a un aumento de la temperatura
que la estirpe silvestre aunque si fue levemente mas sensible a CFW. En cambio
la ausencia de Rho4 produce células tan sensible a estos agentes como los
mutantes nulos en la cascada MAP quinasa.
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El análisis de estos resultados sugieren que Rho1 sería la principal
proteína involucrado en la activación de la cascada MAP quinasa en respuesta a
estrés de pared en U. maydis. Sin embargo, Rho4 parece tener un rol
importante también. Rho2 podría tener una función complementaria o
solapante en la activación de la ruta aunque no sea estrictamente necesaria.
3.4  UmPkc1 no es esencial para transmitir la señal de activación a
UmSlt2
Continuando con la analogía a la ruta de integridad celular de S.
cerevisiae, nuestro siguiente paso fue el de estudiar en U. maydis un homólogo
a la proteína quinasa Pkc1 y averiguar si en este organismo tenía una función
similar activando la cascada MAP quinasa.
En el laboratorio teníamos de trabajos previos una estirpe carente en
Pkc1 (SONU133). Esta estirpe a diferencia de S. cerevisiae, es viable en
condiciones normales de cultivo y no es mas sensible a un aumento de la
temperatura (Fig. 53 A). Sin embargo, el nivel de fosforilación de Slt2 inducido
por el CFW no fue igual al observado en una estirpe silvestre en las mismas
condiciones (Fig. 53 B).
Estos resultados indican que Pkc1 aunque parece estar involucrado en la
trasmisión de la señal, es dispensable para activar la cascada MAP quinasa en
respuesta a estrés de pared.
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4. U. maydis posee una proteína de la familia de Spa2
Durante el crecimiento vegetativo en S. cerevisiae existe una activación
de la ruta dependiente del ciclo celular que coincide con la aparición de la gema
(Zarzov et al., 1996). En consonancia con esto, Slt2 se localiza en la gema
durante su emergencia y desaparece en cuanto la gema comienza a crecer de
manera isotrópica, coincidiendo con el final de la fase G1. Esta localización
depende de la interacción con la proteína integrante del polarisoma Spa2, que a
su vez también incorpora al mismo lugar a Mkk1 y Mkk2 (van Drogen and
Peter, 2002)
Dado el rol otorgado a Spa2 como proteína andamio de la ruta de
integridad celular en S. cerevisiae, decidimos buscar en la secuencia de U.
maydis una proteína similar y estudiar su función en este organismo.
Comenzamos con una búsqueda in silico por similitud de secuencia con otras
proteínas del tipo de Spa2 y encontramos una única pauta abierta de lectura
(um04468) con una alta correspondencia de secuencia, a la que denominamos
UmSpa2 o simplemente Spa2. UmSpa2 es una proteína de 1025 aminoácidos
con un peso molecular 111 KDa. Estudios comparativos de las secuencias de
proteínas del tipo Spa2 en A. gossypii, C. albicans y S. cerevisiae identificaron 3
dominios comunes, que denominaron SHD-I, SHD-II y SHD-V (Knechtle et al.,
2003). Luego de comparar UmSpa2 con estas secuencias encontramos similitud
solamente con los dominio SHD-I y SHD-V. El dominio SHD-I se localiza en el
extremo amino terminal y contiene un tándem repetido de 30 aminoácidos,
conocido como dominio GIT (Fig. 54 A, B y Fig. 66 ANEXO 2). Este dominio
parece tener un papel importante en la interacción con las MAP quinasas tanto
en metazoos como en S. cerevisiae (Roemer et al., 1998; Sheu et al., 1998; Yin
et al., 2004). El dominio SHD-V se localiza en el extremo carboxilo terminal y en
S. cerevisiae se ha descrito su interacción con la formina Bni1 (Fujiwara et al.,
1998).
Dado que en otros hongos Spa2 se caracteriza por su asociación con
sitios de crecimiento polarizado, nos planteamos estudiar su localización en U.
maydis. Para lo cual, se fusiono la proteína con fluorescencia verde al extremo
carboxilo terminal de Spa2. La fusión creo una proteína funcional y no se
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observaron diferencias morfológicas con respecto a la estirpe silvestre (ver mas
adelante la perdida de función). Como se muestra en la Figura 54 C la
localización de la proteína varía en las distintas fases del ciclo celular. En células
sin gema (fase G1 ó S) la señal de fluorescencia proviene de los extremos
(panel C1), una vez que se forma la gema y a medida que crece (fase G2
temprana) la señal se concentra en el ápice de estas (paneles C2 y C3). Luego
al final de la fase G2 y comienzo de la mitosis (panel C4) la señal permaneció
en la punta de la gema pero mas dispersa. Además, en este punto apareció una
clara señal proveniente del cuello de la gema. Por último, en células que
estaban a punto de dividirse la señal de fluorescencia disminuyó del ápice de la
gema y se observó claramente tanto en el cuello de la célula madre como en el
cuello de la célula hija (panel C5).
Figura 54. U. maydis posee una proteína andamio tipo Spa2. A. Dendrogramas de las
proteínas similares a Spa2 de S. cerevisiae, A. nidulans.  A. gossypii, C. albicans y U. maydis
construido utilizando el método ClustalW. B. Esquema de las proteínas indicando los dominios
SHD-I y SHD-V y los porcentajes de identidad aminoácidica de las proteínas cuando se compara
con el dominio quinasa de U. maydis. C. Localización celular de UmSpa2-GFP en los sitios de
crecimiento. La estirpe UMA36 se creció en CMD hasta la fase exponencial y se observó la
localización de la proteína. Las fotos se montaron según la progresión del ciclo celular C1 G1/S,
C2-C4 G2 y C5 mitosis. Barra: 6µm.
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En resumen, la presencia de dominios conservados y la localización de
UmSlt2 indican que U. maydis posee una proteína similar a las proteínas del
tipo Spa2.
La perdida de función de Spa2 afecta la morfología
Continuando con la caracterización de la proteína construimos una estirpe
Δspa2 intercambiando la secuencia codificante de spa2 por el marcador que
confiere resistencia nourseotricina. La perdida de función de Spa2 produjo
células redondeadas y mas anchas que la estirpe silvestre (Fig. 55). Además, se
observó un incremento de la deposición de quitina en la punta de la gema.
Estas observaciones sugieren un rol de Spa2 en la polaridad celular.
Spa2 no es necesaria para la activación de la ruta de integridad
celular frente a un estrés de pared
Para estudiar la relación de Spa2 con la ruta de integridad celular
analizamos la viabilidad de las células carentes de esta proteína en presencia de
CFW, CPZ y Cafeína. Como muestra la Figura 56 A la estirpe Δspa2 fue igual de
resistente a la presencia de estas drogas en el medio que la estirpe silvestre.
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Por otra parte, Spa2 no se necesita para la activación de Slt2 en presencia de
CFW (Fig. 56 B).
Estos resultados indican que Spa2 es dispensable para la activación de la
ruta de integridad celular en U. maydis.
        
Figura 56. Spa2 es dispensable para la activación de Slt2. A. Ensayo de gotas. Muestras
de células creciendo en YPD a 28ºC en fase exponencial, fueron recolectadas, se lavaron
ajustando la DO600nm inicial a 1 y tras realizar diluciones seriadas se sembraron en placas de
YPD con la adición de CFW, CPZ y cafeína. B. La estirpe control y el mutante Δspa2 se
crecieron en presencia y ausencia de CFW por 30 min. Luego se procesaron para Western blot.
La fosforilación del motivo TEY fue analizada con el anticuerpo α-p44/42MAPK.
A diferencia de Spa2, Mkk1 y Slt2 no se acumulan en el ápice de
la gema
Como se mencionó anteriormente, en S. cerevisiae Spa2 actúa como
proteína andamio de Slt2 y Mkk1 por lo cual la localización de estas proteínas
coincide durantes la emergencia de la gema. Para averiguar si algo similar
sucedía en U. maydis estudiamos la localización de Slt2 y Mkk1 fusionando
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ambas proteínas a la proteína con fluorescencia verde. Las estirpes portadoras
de estas fusiones (Slt2-GFP, Mkk1-GFP), fueron viables no presentaron defectos
morfológicos y crecieron en presencia de CFW y cafeína igual que una estirpe
silvestre. Slt2-GFP presentó una distribución claramente nuclear aunque
también citoplasmática independientemente de la fase del ciclo celular. La señal
proveniente de Mkk1-GFP presentó una distribución citoplasmática y tampoco
varío con el ciclo celular (Fig. 57).
Figura 57. Localización celular de Mkk1-GFP y Slt2-GFP. Las estirpes Spa2-GFP, Mkk1-
GFP y Slt2-GFP se crecieron en CMD hasta la fase exponencial y se observó el fenotipo. Barra:
5µm.
5. La ruta de integridad celular y el proceso de patogénesis
en U. maydis
5.1  La cascada MAP quinasa es dispensable para la infección de
la planta
U. maydis en la naturaleza además de crecer como una levadura de vida
libre es un hongo patógeno responsable del carbón del maíz. Por lo cual, otro
aspecto importante de nuestro estudio fue el de examinar si la ausencia de
actividad en la ruta de integridad celular tenía algún efecto sobre el proceso
patogénico.
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Para esto, infectamos plantas de maíz con las estirpes SG200 y
SG200Δmkk1. La estirpe SG200 porta la información genética necesaria para
formar un filamento infectivo, sin necesidad de pasar por la formación de un
tubo de conjugación previo. En este fondo genético se reemplazo la secuencia
codificante mkk1 por el gen que confiere resistencia a higromicina generando la
estirpe SG200Δmkk1. Como se muestra en la Figura 58 A, esta estirpe tenía el
mismo aspecto que la silvestre SG200 cuando se cultivaron sobre placas con
PD-charcoal (medio sólido inductor de filamentos en el fondo genético SG200) y
mostró mayor sensibilidad a CFW, CPZ y cafeína (Fig. 58 B).
Figura 58. La cascada MAPK es dispensable para la infección. A. Las estirpes SG200 y
SG200Δmkk1 presentan un aspecto algodonoso sobre medio PD-Charcoal. B. Ensayo de
sensibilidad en placa. Las estirpes SG200 y SG200Δmkk1 se sembraron en diluciones seriadas
en placas de YPD con la adición de CFW, CPZ y cafeína. C. Panel superior: Apresorios de las
estirpes SG200 y SG200Δmkk1 teñidos con calcoflúor en la superficie de la planta 16 horas
después de la infección. Panel inferior: Micelio del hongo dentro de la planta teñido con
Clhorazol Black. D. Aspecto de hojas de maíz obtenidas de plantas 20 días después de ser
infectadas. a: mancha de antocianina, t: tumores
Por otra parte, sabemos que mutantes en la ruta de integridad están
asociados con defectos en la virulencia en otros hongos patógenos. Los
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defectos van desde muy severos, como en Magnaporthe grisea (Xu et al., 1998)
donde la ausencia de la MAP quinasa Mps1 no permite que se forme el
apresorio (estructura especializada para la penetración del huésped) hasta una
disminución de la virulencia como en Candida albicans (Diez-Orejas et al.,
1997). En cambio, en U. maydis la estirpe SG200Δmkk1 fue capaz de formar
apresorios y penetrar la planta al igual que la estirpe salvaje, produciendo los
síntomas característicos de la enfermedad, clorosis, antocianina y tumores (Fig.
58 C y D).
Confirmamos estos resultados tras repetir la infección de las plantas de
maíz con una mezcla de estirpes sexualmente compatibles pero deficientes en
mkk1 . Previamente verificamos que las estirpes FB1 Δmkk1 y FB2 Δmkk1
fueran capaces de aparearse sobre placas de PD-charcoal al igual que las
estirpes silvestres FB1 y FB2 (Fig. 59 B). Se inocularon 60 plantas, 30 con la
mezcla de estirpes silvestres y 30 con la mezcla de estirpes compatibles
carentes en Mkk1. Al cabo de 15 días pos inoculación casi el 100% de las
plantas infectadas con ambas mezclas desarrollaron tumores (Fig. 59 A).
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En este trabajo hemos identificado una segunda ruta de señalización
MAPK en U. maydis. Hemos caracterizado los componentes genéticos de la
cascada, analizado los mutantes nulos y de ganancia de función y por último
estudiado su relación con el proceso infectivo de este hongo.
Ruta de integridad celular en U. maydis
Mediante la comparación de secuencias in silico identificamos tres
proteínas quinasas Bck1, Mkk1 y Slt2 en U. maydis que forman parte de una vía
de transmisión de señal homóloga a la ruta de integridad celular en S.
cerevisiae y en S. pombe. La supresión individual de estos genes produce
estirpes con fenotipos idénticos. En condiciones habituales (YPD, 28ºC), crecen
con normalidad al igual que una estirpe silvestre, pero resultan inviables cuando
la temperatura se eleva a 34ºC o en presencia de CFW, CPZ y cafeína, fenotipo
que se puede remediar completamente con la adición de sorbitol al medio en el
caso de un aumento de la temperatura y parcialmente para CFW, CPZ y
cafeína. Estos datos sugieren la participación de estas quinasas en el control de
la integridad de la pared celular.
El RC y el CFW interfieren en la biosíntesis de dos de los principales
polisacáridos estructurales de la pared, el glucano y la quitina. Por lo general,
en los organismos donde se ha estudiado mutantes nulos en la ruta de
integridad celular muestran un aumento de la sensibilidad a ambos agentes.
Curiosamente, los mutantes nulos en U. maydis fueron igual de sensibles al RC
que una estirpe silvestre. No tenemos una explicación obvia para este resultado
aunque, una posibilidad podría ser que la señal de estrés producida por el RC
se transmita a las células por la ruta de integridad celular y por otra vía de
señalización independiente. De esta manera, a pesar de que el RC pueda
inducir la activación de ambas rutas, la perdida de función en una de las vías no
es esencial para la supervivencia. Aunque en este trabajo no hemos confirmado
que Slt2 se fosforile en presencia de RC, sospechamos que esto puede ser
posible.
Otro aspecto que podría explicar en parte las diferencias en la sensibilidad
al RC y al CFW es el contenido de β-glucanos y quitina de la pared. Se ha
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descrito que el CFW interfiere con las cadenas nacientes de quitina impidiendo
el ensamblaje de nuevas cadenas a la pared, en cambio el RC se ha relacionado
con la inhibición del ensamblaje de las unidades de β-1,3 glucano. En S.
cerevisiae mutantes con un incremento del contenido de quitina de la pared
celular son mas sensibles a CFW mientras que mutantes con un contenido
reducido son mas resistentes (Nikolaou et al., 2009). De estas observaciones,
se desprende la idea de que el contenido de quitina de la pared celular en U.
maydis sea elevado y de ahí que el efecto causado por este agente sea mas
marcado.
Por otra parte, la ruta de integridad esta involucrada con la respuesta
celular frente a diversos estreses ambientales. Por lo cual nos preguntamos si
los mutantes nulos eran mas sensibles al estrés osmótico y oxidativo que la
estirpe silvestre. Para estudiar el estrés osmótico realizamos los ensayos de
sensibilidad en placa añadiendo KCl, CaCl2, NaCl (esta placa no se muestra en
los resultados)  y sorbitol. Escogimos KCl, CaCl2 y NaCl porque en S pombe la
ruta Pmk1-MAPK además de su papel en el mantenimiento de la integridad
celular, se la vincula con la homeostasis de iones y la perdida de función en
elementos de la cascada resultan en una hipersensibilidad al KCl, CaCl2 y un
incremento de la tolerancia al NaCl (Madrid et al., 2006; Sengar et al., 1997;
Toda et al., 1996). En ningún caso los mutantes de U. maydis mostraron
diferencias con respecto a la estirpe silvestre. También ensayamos el efecto del
peróxido de hidrógeno pero tampoco en este caso los mutantes nulos fueron
mas sensibles. Lo que indica que la cascada Slt2-MAPK en U. maydis no tiene
un papel importante en la respuesta al estrés osmótico u oxidativo aunque no
se pueda descarta, una activación de Slt2 en presencia de estos estímulos, tal
como sucede en S. pombe donde Pmk1 se fosforila en presencia de H2O2 sin
embargo un mutante Δpmk1 no es mas sensible que la estirpe silvestre en un
ensayo en placa (Madrid et al., 2006). En S. cerevisiae el estrés oxidativo
producido por el H2O2 induce la activación de la ruta de integridad sin embargo
el módulo MAP quinasa aguas abajo de Pkc1 no es necesario para la viabilidad
celular frente a este estrés (Vilella et al., 2005).
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En este trabajo aportamos evidencias genéticas y bioquímicas que apoyan
un modelo donde Bck1, Mkk1 y Slt2 son componentes de una misma cascada
MAPK. Los dobles y triple mutante no exhibieron un fenotipo exagerado ni
distinto a los mutantes individuales. Además, como se ha visto en S. cerevisiae,
Slt2 en U. maydis se fosforila en los residuos de Thr193 y Tyr195 en respuesta a
un estrés de pared y esta fosforilación es dependiente de Bck1 y Mkk1. Por otra
parte, demostramos que la fosforilación de Slt2 se correlaciona con un
incremento de su actividad quinasa necesaria para inducir tolerancia al CFW. En
conjunto estos datos indican que Bck1, Mkk1 y Slt2 forman parte de una nueva
cascada de señalización MAPK en U. maydis, la ruta de integridad celular
Modulo superior
En una primera aproximación para descifrar los componentes aguas arriba
del modulo central MAPK, utilizamos versiones constitutivamente activas de las
proteínas Rhos de U. maydis. La expresión de estos mutantes reveló que tanto
Rho1, Rho2 y Rho4 son capaces de activar la cascada e inducir la fosforilación
de Slt2. Luego con el análisis de las estirpes condicionales, Rho1 resultó ser el
mejor candidato debido a que el apagado del gen elimina totalmente la
fosforilación de Slt2 inducida por la presencia de CFW en el medio. En cambio,
la ausencia de Rho2 no presenta variaciones en los niveles de fosforilación de
Slt2, lo que sugiere una función complementaria o solapante en la activación de
la ruta aunque no sea estrictamente necesaria. Algo similar sucede en S.
cerevisiae donde Rho2 no es esencial y su actividad es parcialmente
redundante con Rho1 (Levin, 2005).
Por otra parte, el apagado de Rho4 disminuye el nivel de fosforilación de
Slt2 y además las células presentan el mismo fenotipo que un mutante nulo en
la cascada (Δbck1, Δmkk1 o Δslt2) en su ausencia. Lo que sugiere un rol
importante de esta proteína G en la activación de la ruta de integridad en U.
maydis. Evidencias que relacionan Rho4 con la ruta de integridad celular
provienen de S. pombe, donde Santos et al., (2003) observaron que tanto la
perdida de función como la sobreexpresión resultan en un defecto en la pared
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celular. Los autores proponen un papel para Rho4 regulando la degradación del
septo durante la citocinesis (Santos et al., 2003; Santos et al., 2005).
Otro componente fundamental de este módulo es la proteína Pkc1. U.
maydis al igual que S. cerevisiae posee una sola proteína de la familia PKC. Sin
embargo, a diferencia de esta, una estirpe Δpkc1 no es más sensible a un
aumento de la temperatura ni a la presencia de CFW, CPZ y cafeína en el
medio. Además, el CFW sigue induciendo la fosforilación de Slt2 en esta estirpe
a pesar de que el nivel de fosforilación sea menor que el observado en una
estirpe silvestre en las mismas condiciones. Todo indica que en U. maydis Pkc1
es dispensable para la activación de la cascada MAP quinasa en respuesta a
estrés de pared. Curiosamente la estirpe Δpkc1 si es más sensible al RC
(Castillo-Lluva comunicación personal) lo cual refuerza la idea de que la señal
de RC y CFW entren a la célula por vías de señalización diferentes que pueden
cruzarse en algún punto.
Como se mencionó al comienzo de esta sección, estos experimentos son
tan solo los primeros pasos en nuestro intento de elucidar los componentes
encargados de transmitir la señal de estrés generada en la superficie al módulo
MAP quinasa. Por el momento Rho1 es nuestro mejor candidato como proteína
activadora de la cascada y Pkc1 parece no ser esencial para la transmisión de
esta señal.
Los factores de transcripción Rlm1 y SBF
Así como un estrés de pared activa la ruta con la consecuente
fosforilación de Slt2, también ocurre lo mismo con la expresión de un versión
constitutivamente activa de Mkk1. En este caso al igual que sucede en S.
cerevisiae la sobreexpresión del alelo mkk1DD es tóxico para las células. Y a
diferencia de esta, la supresión del factor de transcripción Rlm1 no es capaz de
revertir la inhibición del crecimiento provocada por el alelo mkk1DD. Por otra
parte, a pesar de que los efectos en el fenotipo de una estirpe Δrlm1 en S.
cerevisiae sean menos marcados que en un mutante Δslt2, las células carentes
en rlm1 siguen presentando sensibilidad a cafeína. Algo similar sucede en
Asperguillus niger y Asperguillus nidulans donde RlmA (homólogo a Rlm1) esta
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involucrado en la inducción de α-1,3 glucano sintasa en respuesta a estrés de
pared y en estos hongos filamentoso un mutante Δrlm1A es sensible a CFW
(Damveld et al., 2005; Fujioka et al., 2007). En U. maydis el mutante Δrlm1 no
tiene un fenotipo similar al que presentan mutantes nulos en la cascada. No es
termosensible, es resistente a cafeína, CFW y CPZ y además no revierte el
efecto tóxico causado por el alelo mkk1DD lo que sugiere que Rlm1 podría no
ser una diana de la ruta de integridad celular.
La otra proteína descrita como diana de la ruta de integridad es el
complejo Swi4/Swi6. Identificamos dos proteína similares a esta familia de
factores de transcripción a los que denominamos Rcl1 y Rcl2. La estirpe Δrcl1
fue levemente mas sensible a CFW y cafeína pero no fue capaz de revertir el
efecto tóxico causado por el alelo mkk1DD. En nuestro análisis hemos
considerado que en U. maydis el heterodímero Rcl2/Rcl1 cumplía una función
similar al complejo SBF en S. cerevisiae así, la deleción de una de las proteínas
bloquearía la actividad del complejo. Sin embargo, Rcl1 y Rcl2 son proteínas
muy parecidas entre si, tienen ambas un dominio de interacción a ADN y
proteína-proteína, lo que sugiere que pudieran actuar también como
homodímeros (Rcl1/Rcl1 o Rcl2/Rcl2) y de esta forma explicar porque el
mutante Δrcl2 no es mas sensible a CFW ni a cafeína. Tomando en cuenta esta
posibilidad, sería interesante repetir estos ensayos utilizando una estirpe doble
mutante (Δrcl1, Δrcl2).
La proteína andamio Spa2
Durante el desarrollo de esta tesis hemos caracterizado la proteína Spa2
(Carbo y Perez-Martin, 2008). El análisis de los mutantes nulos y el estudio de
la localización indican un rol como proteína andamio durante el proceso de
polarización. Sin embargo, una estirpe Δspa2 no presenta el mismo espectro de
sensibilidad que los mutantes nulos en la cascada MAPK, tampoco su ausencia
interfiere con los niveles de fosforilación de Slt2 en respuesta a CFW, lo que
sugiere que no tiene un papel en la activación de la ruta de integridad. Además
como ni Mkk1 ni Slt2 parecen acumularse en el ápice de la gema durante el
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crecimiento normal o durante estrés, no pudimos verificar su posible relación
con estas proteínas durante la aparición de la gema.
La activación de la ruta de integridad celular evita el crecimiento
polar
La activación de Slt2 inducida por el alelo mkk1DD afecta el crecimiento
celular. Del análisis del fenotipo de las células destacan principalmente dos
aspectos. Primero la ausencia de gemas con la formación de agregados
celulares, en donde las células se dividen por septos, son cada vez más
pequeñas y se mantienen unidas. Este fenotipo lo hemos relacionado con un
acortamiento de la fase G2 provocado por una entrada rápida en mitosis. Esta
observación se apoya en la disminución de la fosforilación de la Cdk1 en la
Tyr15 inducida por el alelo hiperactivo mkk1DD. En segundo lugar se observa un
crecimiento isotrópico particularmente en los extremos. Para este efecto, no
hemos hallado una explicación por el momento. Una posibilidad de entender
este fenómeno podría provenir de la activación de Rac1. En U. maydis se ha
propuesto a la GTPasa Rac1 junto con su efector Cla4 (una quinasa de la
familia PAK) como reguladores del crecimiento polarizado durante el proceso de
gemación y filamentación. Así, un alelo constitutivamente activo rac1QL resulta
en la activación deslocalizada de Cla4, lo que produce una expansión isotrópica
de la pared (Mahlert et al., 2006). Otra posibilidad sería simplemente pensar
que lo que esta sucediendo es consecuencia de la inhibición del crecimiento
polar y no debido a un mecanismo específico que induzca crecimiento
isotrópico.
Todo indica que la hiperactivación de Slt2 en U. maydis produce inhibición
del crecimiento polar acompañado de un adelanto de la transición G2/M. En
este punto a nuestro entender es donde radica la principal diferencia con lo que
se ha observado para S. cerevisiae. Mientras que en esta levadura la activación
de la ruta de integridad celular en ciertos casos promueve una parada en fase
G2, en U. maydis en cambio la activación favorece el acortamiento de G2.
Una paradoja como esta se aplica también a la respuesta a feromona. En
S. cerevisiae  se produce una parada en G1 en respuesta a feromona y por el
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contrario en U. maydis se detiene el ciclo en G2 (Garcia-Muse et al., 2004;
Sprague, 1992). Porque entonces, dos rutas similares que responden al mismo
estímulo (feromona), con prácticamente los mismos componentes y que
persiguen los mismos fines (apareamiento) presentan efectos sobre el ciclo
celular tan diferentes. Nosotros pensamos que una explicación mecanística
podría dar un sentido biológico a esta paradoja. Durante la respuesta a
feromona se induce un crecimiento polarizado destinado a la formación de la
estructura de apareamiento. Por lo cual la fase del ciclo celular en donde el
crecimiento polar sea favorecido será la mas adecuada para mantener la
parada. Así en S. cerevisiae que crece polarmente durante la formación de la
gema (fase G1/S), se favorecerá una parada del ciclo en G1 para la formación
del shmoo. Por el contrario, en U. maydis el crecimiento polarizado se da
principalmente durante la fase G2, es en esta fase donde se produce la
formación de la gema con la consecuente reorganización del citoesqueleto que
permitirá mantener un crecimiento apical durante la formación del tubo de
conjugación.
Siguiendo un razonamiento similar, podemos pensar que daños en la
pared celular o problemas asociados con la remodelación de la misma durante
el ciclo celular serán detectados por la ruta de integridad celular y por sistemas
de vigilancia (checkpoints) que pondrán en marcha una serie de medidas para
resolver el problema. Dado que el crecimiento polarizado genera estrés en la
pared celular, un retardo en el proceso de expansión puntual de la superficie en
respuesta a un daño, supone para las células una reducción del estrés en la
pared respecto a las que mantienen un crecimiento polarizado. Por lo tanto,
una de estás medidas de salvaguardia podría ser la de evitar el crecimiento
polarizado. Así en S. cerevisiae se evitaría la fase G1/S promoviéndose la
detención en G2 y por el contrario en U. maydis se intentaría salir de la fase G2
promoviendo la entrada en mitosis (Fig. 60)
Como resumen de este trabajo quisiera resaltar la idea de que rutas de
señalización MAPK conservadas a nivel de sus componentes, su organización,
conexiones y activación, en dos organismos con un estilo de vida diferente
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pueden no generar las mismas respuestas (output) frente a un mismo estímulo
(input). Esto responderá a la historia evolutiva de los organismos.
    
Figura 60. La salida de la cascada dependerá del estilo de vida de cada organismo.
Ruta de integridad celular y patogénesis
Otro aspecto importante de nuestro estudio fue examinar la relación que
existe entre la ruta de integridad celular y la virulencia en U. maydis. Mediante
la infección de plantas de maíz con estirpes carentes en Mkk1, llegamos a la
conclusión que la perdida de función en la ruta de integridad no tiene efecto
sobre el proceso patogénico. Las estirpes mutantes forman apresorios,
penetran la planta y producen tumores al igual que una estirpe silvestre.
En el hongo fitopatógeno M. grisea, la ruta de integridad celular esta
asociada a virulencia porque la carencia de Mps1 (MAPK-Slt2) impide la
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formación del apresorio (Xu et al., 1998). El apresorio particularmente grande
en este hongo, es una estructura ensanchada separada del tubo germinal por
un septo que se adhiere a la superficie y genera una enorme fuerza física de
presión que destruye la cutícula permitiendo el acceso al interior de la planta
(Talbot, 2003). Esta presión a la que esta sometido el apresorio requiere una
remodelación de la estructura de la pared. De lo que se desprende el papel
fundamental que cumple la ruta de integridad en el proceso de patogénesis en
este organismo. En cambio, en U. maydis el apresorio es una estructura más
modesta que consiste en un engrosamiento del extremo de la hifa infectiva
que, en lugar de ejercer una fuerza física para la penetración, se piensa que
localiza el lugar para la secreción de enzimas
C. albicans es un modelo de patógeno animal donde también se ha
puesto de manifiesto la importancia de las rutas MAP quinasas en la
patogenicidad (Roman et al., 2007). En este hongo la perdida de función de
Mkc1 (MAPK-Slt2) produce una reducción de la virulencia respecto a una estirpe
silvestre y esta diferencia en la capacidad infectiva surge poco después de la
inoculación de los ratones. Lo que indica que estos mutantes presentan
problemas a la hora de enfrentarse a la barrera fagocítica (Diez-Orejas, 1997).
Así, la reducción de la patogenicidad por la pérdida de función en la ruta de
integridad, se ha relacionado con cambios en la glucosilación de las proteínas
de la pared celular reconocidas por el sistema inmunitario y con una
disminución de la resistencia al estrés oxidativo o de otro tipo, al que el
patógeno ha de afrontar tras la fagocitosis. En este caso defectos en la
integridad de la pared presentan problemas a la hora de superar las defensa del
huésped. Por su parte, U. maydis parece establecer una relación biotrófica con
el huésped, lo que implica una adaptación altamente especializada del patógeno
a la planta. Estudios recientes, proponen que U. maydis dispara una defensa
discreta de la planta y es capaz de reprogramar las células vegetales
interfiriendo en la diferenciación de los tejidos (Doehlemann et al., 2008). Por
lo tanto, podemos suponer que en este hongo defectos en la integridad de la
pared celular no representarían grandes problemas como en el modelo animal.
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Por otra parte, en Aspergillus fumigatus la MAP quinasa MpKA (homólogo
de Slt2) esta involucrada en la regulación de la integridad de la pared celular y
en la respuesta a estrés oxidativo. Sin embargo, un mutante ΔmpkA es igual de
virulento que la estirpe silvestre en un modelo de infección sistémica en ratón
(Valiante et al., 2008).
En resumen consideramos que a lo mejor hemos dado demasiada
importancia al papel que podría jugar la ruta de integridad celular en el proceso
patogénico en U. maydis. Al parecer la ausencia de función en esta ruta no
tiene grandes consecuencias para las células en condiciones normales. Aunque,
se vuelve relevante para la supervivencia en condiciones de estrés de pared.
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CONCLUSIONES
1.  Las proteínas Bck1 (MAPKKK), Mkk1 (MAPKK) y Slt2 (MAPK) en U.
maydis constituyen una sola vía de señalización MAP quinasa: la ruta de
integridad celular.
2. Slt2 se fosforila en el dominio TEY en respuesta al estrés producido por
agentes que dañan la pared.
3.  La fosforilación y la actividad quinasa de Slt2 son necesarias para la
viabilidad celular en presencia de CFW.
4. La hiperactivación de la cascada MAP quinasa es tóxica para las células.
5. La ausencia de Rlm1 o Rcl1 no revierten el efecto tóxico inducido por el
alelo mkk1DD.
6 .  La activación constitutiva de Slt2 promueve el paso G2/M actuando
directa o indirectamente sobre Cdc25.
7. Rho1 sería la principal GTPasa involucrada en la activación de la cascada
MAP quinasa en respuesta a estrés de pared.
8.  La proteína Spa2 no parece tener una función de andamio para las
proteínas Mkk1 y Slt2.
9. La ruta de integridad celular no tiene un papel en patogénesis.
Conclusiones
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ANEXO 1
A continuación se detallan los oligonucleótidos utilizados en este trabajo.
Tabla 3. Secuencias de los oligonucleótidos usados durante este
estudio. Los nucleótidos mutados están resaltados y los sitios de restricción
generados están subrayados. Las coordenadas se indican considerando +1 la
adenina del ATG del gen correspondiente. Los nucleótidos cbx1-2 anillan en el
gen de resistencia a la carboxina, los smut1-2 en el de resistencia a la
higromicina, los nat1-2 en el de resistencia a la nourseotricina, los
oligonucleótidos S-HA, AS-HA en el epítopos HA, el oligonucleótido gfp1 en la
proteína GFP, los oligonucleótidos GFP-S, GFP-AS en la proteína GFP
(flanqueada por NdeI) y los oligonucleótidos crg1 y nar1 en los promotores
Pcrg1 y Pnar1.
Nombre Secuencia 5´ → 3´ Coordenadas
cbx1
cbx2
gfp1
crg1
nar1
smut1
smut3
smut4
nat1
nat2
S-HA
AS-HA
GFP-AS
GFP-S
Bck1-1
Bck1-2
Bck1-3
Bck1-4
Bck1-5
Bck1-6
Mkk1-1
Mkk1-2
TCTGGGTTTCGCGCGAGATCTCACAGAGCA
AATTGCACAGATCAAGAAGGACATGGCCGT
ACGCTGAACTTGTGGCCGTTTACGTCG
GAGATCACGACACCGCGAGGTTTGCGGTGA
GGTGAATAGTGAGAACAGTCTTCGATCACTCTG
CGATGGCTGTGTAGAAGTACTCGCCGATAG
ATTCACGTTTTGTAGCACACGACTCACATC
CACCACCCAATCGACGCGGAAGGCAACCCA
TGGCTGCTGATCACAGCAAGTCAGATT
TGTACGCATGTAACATTATACTGAAAACCT
CGTCCCGGACTATGCCATGGGCTACCC
GGGTAGCCCATGGCATAGTCCGGGACG
CATATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTG
CATATGGGGCACCGGCGCCCGCACCCTTGTACAGCTCGTCCATGCC
GTGAGGTAGGATGAAAATCGTGAATCG
ACGCACCACGCACGACCACAGACTCGT
GTGGGCCATCTAGGCCAACGGTTGGATTGGCTTGA
CACGGCCTGAGTGGCCATTGCTTCATGCGGTTGC
TCTATGTCCACCAACATGCTCATGGGT
CTTGCACAGCCCGGATAGCTCGGA
GATGGGCGTAGTTACGAGGATAG
GCCTGATGCAAGCAAATCAGTGTCAGT
-1168
-1100
-357
+6033
+6563
+6651
-1000
-900
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Mkk1-3
Mkk1-4
Mkk1-5
Mkk1-6
Mkk1-7
Mkk1-E1
Mkk1-E2
Mkk1-E3
Mkk1-E4
Mkk1-8E
Mkk1-9B
Mkk1-10
Mkk1-11
Mkk1-12
Mkk1-13
Slt2-1
Slt2-2
Slt2-3
St2-4
Slt2-5
Slt2-6
Slt2-r
Slt2-f
Slt2-KF
Slt2-KR
Slt2-10
Slt2-11
Slt2-A1
Slt2-A2
Slt2-B1
Slt2-B2
Rlm1-1
Rlm1-2
Rlm1-3
Rlm1-4
Rlm1-5
Rlm1-6
Rcl1-1
Rcl1-2
Rcl1-3
Rcl1-4
Rcl1-5
GTGGGCCATCTAGGCCAAGCAGCAGCACATACAGTC
CACGGCCTGAGTGGCCCTCACGTGCAATCTTAGTATG
CTCAAGCTTTTGTCGTAACGATGGTGT
TGTACCGTTTCAGATATCGCGCGTCTT
GAAAGATCATCTGGCGTGCCCTGTGCT
CATATGGCCTCGCTCATTCCACCGAAG
GAGCTGATCAACGACGTTGCCGGCGATTTTACGGGCACA
TGTGCCCGTAAAAGTACCGGCAACCGAGTTGATCAGCTC
GAATTCAGCAACATAATCAGATTGCAC
GAATTCCGGCGTATACTCATACGCCAT
GGATCCGCCTTTTGACCATCAATCTC
GCAGAAGCTGGCTCGCTAGATGCCATCTAC
TTAATTAACTCGGCAAGGTGGCCCAGTGTGTTCTCA
GTGGGCCATCTAGGCCGCGCGTCCAGCTTCATCCTCATC
TTAATTAAGCTTTTGTCGTAACGATGGTTACGA
CATATGTCGGCACATCCATCAAAC
GAATTCCCTTGCCTGCATCAACTCCCTCTC
CTCCCCGTCAAGGCCACCAACAGTCAC
AGTCACAACGTGTTGGTTCAAAGTTTA
TTTCATGTGGGAATGGTATACCACCAA
CAACGGCAAAGAGGGCGCACAGACGAG
GTGGGCCATCTAGGCCTTGTCTACGTCAAGATCA
CACGGCCTGAGTGGCCACAGCTCACCTCGCGGTC
GGTACCACTCCCGACTGTACAGTGCAGTA
GGTACCGATTTTGACCGCGAGGTGAGCTG
GCTGATCTTGACGTAGACCATATGTCGGCACATCCATCAAAC
GTTTGATGGATGTGCCGACATATGGCTTACGTCAAGATCAGC
GGCGCAGGTTTCATGGCAGAATTCGTAGCAACTCGATGG
CCATCGAGTTGCTACGAATTCTGCCATGAAACCTGCGCC
GAAAGCGTAGCTATCAGAAAGATCACCAACGTC
GACGTTGGTGATCTTTCTGATAGCTACGCTTTC
TTCACAGACTAGGACTCCAATTCGTGA
TTACCGAATTTGATTCCGAAAACGCTC
GTGGGCCATCTAGGCCGATGATCTGATCGACTTTGGC
CACGGCCTGAGTGGCCAGATCAGATCGCTCGCCTGGT
TTGAGTCGTGAATCAGGTGAAGCGACA
AGTCACGAGTGGTGAGTGTGCTACGTG
GAATCGTGCGTGGTCAGTTGTAAGTGG
GTCGAATCACGAATTCTCGATTCACGA
GTGGGCCATCTAGGCCGTGTGAAGAAGCCTGGCT
CACGGCCTGAGTGGCCATGCTTACTGGATCTTCT
GTTGAGGGCCATGATCAAGGATATCGA
-220
+2055
+2800
+2900
-2220
+1
+1103
+1143
+2080
-2156
-1309
+890
+963
+2027
+2800
+1
+1338
-705
675
+1978
+2013
-1
+1343
-1707
+1366
-25
+23
+563
+602
+143
+176
-800
-686
-1
+1781
+2400
2466
-600
-500
-1
+3319
+3818
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Rcl1-6
Rcl2-1
Rcl2-2
Rcl2-3
Rcl2-4
Rcl2-5
Rcl2-6
Spa2-1
Spa2-2
Spa2-3
Spa2-4
Spa2-5
Spa2-6
Spa2-7
Spa2-H
Spa2-B
Rho1-1
Rho1-2
Rho1-3
Rho1-4
Rho1-5
Rho1-7
Rho1-8
Rho1-6
Rho2-1
Rho2-2
Rho2-3
Rho2-4
Rho2-5
Rho2-7
Rho2-8
Rho2-6
Rho3-4
Rho3-5
Rho3-7
Rho3-8
Rho4-1
Rho4-2
Rho4-3
Rho4-4
Rho4-5
Rho4-7
GAACGTGTCTGGCCATACTACCACAAG
CGTGAGTCAGTGATAATTGTTCAGCTT
GCCGCTAACTAAGCAAGTCGTGGGTCA
GTGGGCCATCTAGGCCGATGCCGTGTTGGAC
CACGGCCTGAGTGGCCGTAGCTTTCCCTGTCTAT
ATTTCCTCCATCCTTCAGCCGAACTTT
TCTCTGGTCGCATGATTACTTACCTCT
GAATCGTGAATCGTGAATCGTGAATCG
ATACAGTCACGATTCACGTTTGTGATT
GTGGGCCATCTAGGCCATGGCGCAAAGAGTGGGA
CACGGCCTGAGTGGCCTAAAACGCGCAGCACATG
GAGCCGTCGCTTCAAGGCTTGCTG
GCCTCATAATTAATATATATACACAAA
AAGAGGAGCGCGAATTGCATCGCACA
ACACGCGCAGCAAAACCAGGTGGTCGTC
GTGGGCCATCTAGGCCGTGCGAAACATCGGCATCGTT
TAGGATCCATGTTGGGCTGCACTGCG
ATGAATTCCAAGAAACGTGCGTTGCAGTTG
CGCGCGGATCCATGTCTGAACTCCGCCGAAAGCTTGTC
GGAATTCGAGAAACATAGCTAAAAGAGCACTACAC
CTTTGGGATACCGCCGGTCTAGAGGATTACGATCG
CGATCGTAATCCTCTAGACCGGCGGTATCCCAAAG
GGTTGGCAATGCCACGATCAATCAGAC
CATGAGACGGCGTTTCCGATCCAAGCT
GGCGAATTCATTGCCGAGAAGGGATGG
CGCGGATCCTAGCGATGCGAGAGGTGC
GGAAGATCTGCACCGGCAGCAATTCGT
CCGGAATTCATCTCGGCATAACGAGCG
TGGGACACCGCGGGTCTGGAAGAATACGAGCGT
ACGCTCGTATTCTTCCAGACCCGCGGTGTCCCA
AGCGAATACGTCAAGAACCAAACGCCG
GGAAGATCTACGCTGTGCGGACTTGTG
CCGGAATTCGCACGATGTGTATGGTGC
TGGGATACAGCTGGTCTGGAGGAGTTTGACAAG
CTTGTCAAACTCCTCCAGACCAGCTGTATCCCA
GGGTGTCTCTGTAGGCGGTTCGACACC
CGGGGTACCGGACAGAGGTTCTGGCCC
CCGGAATTCTTGAACAGCTTTACGGCA
CGCGGATCCAACGGTTACAACAGTGGC
CGGAATTCGGTACCAACGTGGACCAAGACA
TGGGATACAGCAGGGCTGGAAGAATACGATCGC
 GCGATCGTATTCTTCCAGCCCTGCTGTATCCCA
+3870
-598
-535
-1
+2185
+3019
+3077
-688
-554
-1
+3097
+3778
+3871
+1347
+1473
+3074
-788
-737
-38
+1
+1225
+575
+610
+800
-808
-770
-70
+1
+1000
+178
+211
+974
+1
+821
+309
+342
-970
-918
-62
+1
+900
+252
Anexo
138
Rho4-8
Rho4-6
AAAGTATACCATATGACTGAGAGATTG
GCTTGAGCTGGAGGCTGCAGCTGCCCTGGGCAC
+285
+1000
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ANEXO 2
A continuación se muestran los alineamientos de las proteínas estudiadas
en este trabajo.
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Figura 61. Alineamiento de las proteínas MAPK de U maydis, S. cerevisiae
y S. pombe. En fondo negro se indican los aminoácidos idénticos y en fondo
gris los conservados.
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Figura 62. Alineamiento de las proteínas MAPKK de U maydis, S.
cerevisiae y S. pombe. En fondo negro se indican los aminoácidos idénticos y
en fondo gris los conservados.
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Figura 63. Alineamiento de las proteínas MAPKKK de U maydis, S.
cerevisiae y S. pombe. En fondo negro se indican los aminoácidos idénticos y
en fondo gris los conservados.
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Figura 64. Alineamiento de las proteínas relacionadas con Rlm1
(MAD-MEF2 box). En U maydis (UmRlm1), S. cerevisiae (ScRlm1), M. grisea
(Mig1) A. nidulans (RlmA) y H. sapiens (HsMef2A). En fondo negro se indican
los aminoácidos idénticos y en fondo gris los conservados.
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Figura 65. Alineamiento de los factores de transcripción de la familia
Swi4, Swi6 y Mbp1. De U maydis, S. cerevisiae, S. pombe y N. crassa. En
fondo negro se indican los aminoácidos idénticos y en fondo gris los
conservados.
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Figura 66. Alineamiento de los dominios SHD-I y SDH-V de las
proteínas de la familia Spa2. De S. cerevisiae, A. gossypii, C. albicans, A.
nidulans y U maydis. Dentro de la región SHD-I se indican los repetidos
predichos para el dominio GIT. En fondo negro se indican los aminoácidos
idénticos y en fondo gris los conservados.
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Figura 67. Alineamiento de las proteínas de la familia Rho de S. pombe,
U maydis y S. cerevisiae . En fondo negro se indican los aminoácidos idénticos y
en fondo gris los conservados.
